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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Kurzbeschreibung

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde die biologische Priifmethode der Checkliste zur stoffli-
chen Bewertung im Rahmen des Aufnahmeverfahrens fiir weitere Topfkonservierungsmittel in den
Anhang 1 zur Vergabegrundlage RAL-UZ102 ,Emissionsarme Innenwandfarben” iiberarbeitet. Der
Test fiir den Einsatz von Konservierungsmitteln in seiner jetzigen Fassung besteht seit nahezu 20 Jah-
ren und erfolgt ausschlief3lich an weifder Dispersionsfarbe fiir den Innenraum. Die hierbei ermittelten
Hochstmengen fiir den Einsatz von Topfkonservierern werden z.Zt. auch auf andere Innenraumbau-
produkte iibertragen. Ziel war es zu klaren, ob die Anforderungen an die Topfkonservierung bei Far-
ben tatsachlich fiir andere Innenraumbauprodukte iibernommen werden kdnnen. Die im Vorhaben
durchgefiihrten Versuche deuten darauf hin, dass dies nicht ohne weiteres moéglich ist. Nach Riickspra-
che mit Vertretern aus der Industrie wurde das Keimspektrum fiir die Priifung zudem um Hefe- und
Schimmelpilze erweitert. Des Weiteren wurde eine kiinstliche Alterung eingefiihrt und iiberpriift, ob
dies einen Einfluss auf den Gehalt an Isothiazolinonen hat. Die Konzentration von Isothialzolinonen
wurde mittels Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie kontrolliert und hinsichtlich einer Kor-
relation mit dem Wachstum von Mikroorganismen ausgewertet. Da die in den Innenraumbauproduk-
ten zugesetzten Isothiazolinone als Kontaktallergene bekannt sind, ist es ein Ziel des ,Blauen Engel“-
Umweltzeichens, die geringste erforderliche Menge an Konservierungsmittel in den Produkten zu ver-
wenden, ohne die positive Auswirkung der Topfkonservierung zu gefahrden. Daher sind die Optimie-
rung der Leistungsstirke von Konservierungsmitteln und die Kontrolle der Hygiene im Herstellungs-
prozess von zunehmender Bedeutung. Um Einblicke in den Herstellungsprozess von Farben zu gewin-
nen, wurden im Rahmen des Vorhabens vier Farbwerke besichtigt, in denen weife Innenraumfarben
produziert werden, die mit dem Umweltzeichen ,Blauer Engel“ ausgezeichnet sind. Gemeinsam mit
den Fachleuten vor Ort wurde diskutiert, welche Mafinahmen zur Verbesserung der Werkshygiene er-
griffen werden konnen, um den Einsatz von Topfkonservierern moglichst gering zu halten. Des Weite-
ren wurde in dem Forschungsvorhaben untersucht, ob eine schnellere Bestimmung der Keimzahl in
den Rohstoffen mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion bereits im Farbwerk realisierbar ist.

Abstract

The major aim of the project was to revise i) the current test procedure for the determination of the
concentration of preservative required for in-can protection of building products for indoor use and ii)
the check list (according to annex 1 RAL-UZ102, “Low-emission wall paint ”) regarding the substance
evaluation to allow the addition of new in-can preservatives . The current version has existed for
nearly 20 years and while it only tests efficacy of a preservative in white dispersion paints, the results
obtained are transferred to all other aqueous-based building products used indoors. This is then used
to set the quantitative limits for the use of in-can preservative. One of the aims was therefore to clarify
whether the requirements for the in-can-preservative of a white dispersion paint could be transferred
to other aqueous-based, interior building products. The tests performed in the project suggest that this
is not feasible. After consultation with representatives from industry, the spectrum of microorganisms
used for testing was extended to include yeast and moulds. In addition, artificial aging was introduced,
and it was checked whether this ageing had an impact on isothiazolinone-based preservatives. The
concentration of isothialzolinone present was measured by means of UHPCL and evaluated with re-
spect to a correlation with the growth of microorganisms. The isothiazolinone-based preservatives
used in interior construction products are known to be contact allergens. Therefore, it is a goal of the
“Blue Angel” to use the least amount of preservative required in a product without losing the positive
effects of the actives substance(s) used. Thus, the optimization of the performance of any preserva-
tives used becomes ever more important and the control of hygiene in the manufacturing process will
be critical. To gain an insight into the paint-making process four paint-producing plants where white
interior paints are being produced and which have been awarded with the environmental label, "Blue
Angel", were visited. Together with industry, it was discussed what measures can be taken to improve
plant hygiene so as to minimise the use of in-can-preservatives as much as possible. Additionally, it
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was investigated whether a faster determination of bacterial count in raw materials, by means of
quantitative polymerase chain reaction, can be performed in the paint factory.
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1 Zusammenfassung

Ziel des Forschungsvorhabens war die Weiterentwicklung der Kriterien des Umweltzeichens ,Blauer
Engel“. Hierbei lag der Schwerpunkt auf der Uberarbeitung der zurzeit giiltigen Priifmethode zur Ge-
brauchstauglichkeit von Topfkonservieren fiir Innenraumbauprodukte, die in wassergeldster Form
angeboten werden. Es sollte zudem geklart werden, ob die Anforderungen an die Topfkonservierung
bei Farben fiir andere Innenraumbauprodukte tibernommen werden kénnen.

Das Umweltzeichen Blauer Engel besteht seit 40 Jahren und zeigt den Verbrauchern die 6kologisch
bessere Produktalternative auf. Durch den Blauen Engel werden Produkte ausgezeichnet, die schad-
stoffarm sind und die Innenraumluft so gering wie moglich belasten, wodurch potentielle Gesundheits-
gefahren auf ein Minimum reduziert werden. Fiir Dispersionsfarben bedeutet dies, dass sie weder kar-
zinogene noch erbgutverandernde, reproduktionstoxische und toxische Stoffe enthalten diirfen. Zu-
dem sind Schwermetalle und Alkylphenolethoxylate sowie Weichmacher aus der Gruppe der Phthalate
und der Organophosphate ausgeschlossen. Der Gehalt an leicht fliichtigen organischen Verbindungen
istauf 0,07 % begrenzt und der Gehalt an Formaldehyd darf 0,01 % nicht iiberschreiten. Aufgrund ih-
res Wassergehaltes und der Verwendung natiirlicher Rohstoffe sind Dispersionsfarben jedoch anfillig
fiir mikrobiellen Befall und miissen mit Konservierungsmitteln versetzt werden, um die Farben vor
dem Abbau durch Mikroorganismen zu schiitzen und die Gebrauchsdauer des Produkts somit zu ver-
langern. Im Rahmen der Blauen Engel Zulassung diirfen nur Biozide eingesetzt werden, die im Anhang
1 der Vergabegrundlage RAL-UZ 102 als Topfkonservierer gelistet sind. Im Rahmen der Biozidpro-
dukteverordnung (BPR, Anhang V) werden Biozide je nach Anwendung in 22 Produktarten (PT) einge-
stuft, die ihrerseits in vier Hauptgebiete zusammengefasst werden (Desinfektionsmittel, Schutzmittel,
Schadlingsbekdmpfungsmittel, sonstige Biozidprodukte). Topfkonservierungsmittel, wie sie bei Dis-
persionsfarben eingesetzt werden, fallen dabei unter PT6! und konnen nur in den Anhang 1 der Verga-
begrundlage RAL-UZ 102 aufgenommen werden, wenn sie nach der Biozid-Verordnung verkehrsfahig
sind. Bei Dispersionsfarben kommen als Konservierungsmittel vor allem Isothiazolinone zum Einsatz,
die grundsatzlich kein Risiko fiir den Verbraucher darstellen. Problematisch sind diese Stoffe jedoch
fiir Personen, die gegeniiber Isothiazolinonen sensibilisiert sind. In diesem Fall kann der Aufenthalt in
frisch gestrichenen Rdumen zu allergischen Reaktionen der Haut fithren. Daher miissen alle Produkte
mit dem Blauen Engel seit dem Jahr 2000 entsprechend gekennzeichnet werden. Zudem wurden kos-
tenfreie Allergiker-Hotlines eingerichtet, deren Telefonnummer sichtbar auf dem Produktgebinde an-
gegeben werden muss.

1.1 Uberarbeitung des Gebrauchstauglichkeitstests

Die Bestimmung der Wirkungsgrenze von Konservierungsmitteln bei Innenraumbauprodukten erfolgt
im Rahmen der Blauen Engel Zulassung mittels eines Gebrauchstauglichkeitstests. Dieser Test besteht
seit 1999 und wird ausschliefllich bei weifser Wandfarbe angewendet und die Ergebnisse werden als
mafigeblich fiir alle anderen Produkte betrachtet. Im Rahmen des Vorhabens wurde dieser biologische
Test liberarbeitet und tiberpriift, ob die fiir Innenfarben verwendeten Biozidkonzentrationen tatsach-
lich auf andere Innenraumbauprodukte iibertragbar sind. Werksbegehungen und Diskussionen mit
den Industrievertretern zeigten, dass viele verschiedene Rezepturen fiir weifée Wandfarben existieren.
Fiir die Uberarbeitung des biologischen Gebrauchstauglichkeitstests wurde handelsiibliche weifie In-
nenraumdispersionsfarbe mit Polyvinylacetat als Bindemittel ausgewdhlt. Da in der Praxis auch haufig
Kunstharzdispersionen verwendet werden, wurden die Versuche anschlieféend mit einer Farbe durch-
gefiihrt, in der Acrylharz als Bindemittel zum Einsatz kommt. Die Farben wurden aus der Industrie zur
Verfligung gestellt und waren so angesetzt, dass sie sich nur in der Art des Bindemittels voneinander
unterschieden. Auf diese Weise konnte der Einfluss des Bindemittels auf die Durchfiihrbarkeit und die

1 PT6: Schutzmittel fiir Produkte wahrend der Lagerung (Topfkonservierer): Produkte zum Schutz von Fertigerzeugnissen
(auf3er Lebens- und Futtermitteln, kosmetischen Mitteln oder Arzneimitteln oder medizinischen Geraten) in Behéltern
gegen mikrobielle Schadigung zwecks Verldngerung ihrer Haltbarkeit; Produkte zum Schutz von Rodentizid-, Insektizid-
oder anderen Kodern bei deren Lagerung oder Verwendung.
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Resultate der entwickelten Testmethode untersucht werden. Die in seiner jetzigen Fassung vorlie-
gende Priifmethode untersucht ausschliefilich weifse Wandfarben. Bei der Priifung wird eine sehr
hohe Keimbelastung bis zu 6x in die Farbe eingebracht (je 100-1000 Millionen Bakterien auf 50 g
Farbe). Esist zu bezweifeln, dass diese sehr hohe Keimbelastung in der Realitédt vor Abfiillung in das
Gebinde vorliegt. Da Dispersionsfarben auch anfillig gegentiber Hefen und Schimmelpilzen sein kon-
nen, wurden diese im revidierten Testverfahren ebenfalls beriicksichtigt.

1.1.1 Ergebnisse fiir weiBe Wandfarben

Die Versuche zeigten, dass lediglich bei den Farben, bei denen das Konservierungsmittel ausschlief3-
lich iber das Bindemittel in das Produkt eingebracht wurde, ein Wachstum? von Hefen und Bakterien
auftrat. Farben, die mit einer tiblichen MIT/BIT Konservierung (jeweils 100 ppm) versehen waren, wa-
ren ausreichend gegeniiber Mikroorganismen geschiitzt. Wurde die Konzentration an MIT und BIT
halbiert, wurde bei den Hefen kein Wachstum nachgewiesen, jedoch wurde iiber den gesamten Ver-
suchszeitraum die Ausbildung von Kolonien3 beobachtet. Ahnliche Ergebnisse wurden bei den Versu-
chen mit Bakterien erhalten, wobei hier Kolonien nur bei der Farbe mit einem geringeren Bindemittel-
gehalt auftraten. Dies bedeutet, dass die reduzierte Konservierungsmittelkonzentration zwar ein
Wachstum der Mikroorganismen verhindert, jedoch nur zu einer unvollstdndigen Abtétung der Bakte-
rien und Hefen fiihrt.

Hieraus ergibt sich die Frage, ob es erforderlich ist, dass die eingesetzte Konzentration an Konservie-
rungsmittel zu einer Sterilisierung des Produktes fiihren muss. Gesprache mit Vertretern der Industrie
zeigten, dass ein Keimgehalt von bis zu 10% Keimen je Milliliter Farbe als akzeptabel angesehen wird.
Dementsprechend konnte in einigen Fallen vermutlich eine produktabhingige Reduktion des Bio-
zidgehalts vorgenommen werden. Es miisste jedoch sichergestellt werden, dass es zu keinem unkon-
trollierten Wachstum der Mikroorgansimen und damit einhergehend zu einem Qualitdtsverlust des
Produktes kommt. Durch die Versuche wurde zudem deutlich, dass schon die Art des Bindemittels ei-
nen Einfluss auf die Anfalligkeit der Farbe gegeniiber Mikroorganismen haben kann. Dispersionsfarbe
mit Reinacrylat oder Vinylacetat/Ethylen als Bindemittel zeigte ein Wachstum von Bakterien bei der
unkonservierten Farbe. Die Reduktion des Konservierungsmittelgehalts erlaubte jedoch nur bei Vi-
nylacetat/Ethylen das Auftreten von Kolonien. Bei der Farbe mit Reinacrylat war weder ein bakteriel-
les Wachstum noch die Ausbildung von Kolonien zu beobachten. Die Farbe schien in diesem Fall unter
den Testbedingungen nicht durch Bakterien besiedelbar zu sein. Die Versuche mit Hefen zeigten eben-
falls Unterschiede zwischen den Bindemitteln. Konnten die Hefen in einer unkonservierten Farbe mit
Vinylacetat als Bindemittel wachsen, wurden bei einer Farbe mit Reinacrylat als Bindemittel lediglich
Kolonien nachgewiesen.

Derzeitig ist die meist verwendete Wirkstoffkombination zur Konservierung von Dispersionswandfar-
ben 100 ppm MIT + 100 ppm BIT. Beide Wirkstoffe sind nicht alleinig einsetzbar, da es Wirkungslii-
cken gibt und somit ein ausreichender Schutz gegen mikrobiellen Befall nicht gegeben ist. Produkte
mit einer MIT/BIT-Konservierung (jeweils <100 ppm) werden aufgrund der Neuregulierung des Wirk-
stoffs 2-Methyl-2(H)-isothiazol-3-on (MIT) in Zukunft mit einem Warnsymbol belegt sein; dies ist
nicht mit dem Umweltzeichen Blauer Engel vereinbar. Es ist davon auszugehen, dass durch die maxi-
mal einsetzbare Konzentration auf <15 ppm (H317 Sensibilisierung durch Hautkontakt maoglich) der
Einsatz im Rahmen des Blauen Engels weiter beschrankt werden wird. Dem entgegen steht, dass eine
Konservierung mit MIT nur zu erreichen ist, wenn mindestens 50 ppm MIT eingesetzt werden. Eine
punktgenaue Konservierung ist aufgrund unterschiedlicher Stabilitdten in den verschiedenen Produk-
ten nicht moéglich. Daher wurde in Absprache mit der Industrie der Einsatz von Zinkpyrithion/BIT

2 Im weiteren Text wird der Ausdruck ,Wachstum* gebraucht, wenn die Anzahl der auf dem Kulturmedium angezogenen Ko-
lonien je Milliliter Farbe nach der Inkubation die Anzahl der zugefiigten Keime je Milliliter vor der Inkubation tibersteigt.

3 Im weiteren Text wird der Ausdruck , Ausbildung von Kolonien“ gebraucht, wenn die Anzahl der auf dem Kulturmedium
angezogenen Kolonien je Milliliter Farbe nach der Inkubation geringer ist als die Anzahl der zugefligten Keime je Millili-
ter vor der Inkubation.
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(=100 ppm + 100 ppm) als Alternative zu BIT/MIT (<100 ppm + <100 ppm) diskutiert und in ersten
Versuchen getestet. Fiir diese Versuche wurde eine Dispersionsfarbe auf Acrylatbasis verwendet, die
mit einer definierten Bakteriensuspension beimpft wurde. Wie in den vorherigen Untersuchungen
zeigte sich, dass die Farbe mit dem hochsten Gehalt an Konservierungsmittel (100 ppm BIT und 100
ppm ZnP) am besten gegentiber Bakterien geschiitzt ist. Im Unterschied zu den bisherigen Ergebnissen
wurde nach der kiinstlichen Alterung der Proben jedoch eine hohere Empfindlichkeit der Farben ge-
geniiber Bakterien nachgewiesen. Auch diese Ergebnisse zeigen, dass es schon innerhalb der Produkt-
gruppe der Dispersionsfarben deutliche Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber Mikroorganis-
men gibt.

In Abhéngigkeit vom Bindemittel und des Konservierungsmittels wurden bei den Versuchen vonei-
nander abweichende Ergebnisse erhalten, die darauf hindeuten, dass die Bedingungen fiir die Konser-
vierung nicht einfach tibertragen werden kénnen.

Ausgehend von den Ergebnissen mit weifler Innenraumdispersionsfarbe wurden folgende Veranderun-
gen bei der Durchfiihrung des Testverfahrens eingefiihrt:

e Bertcksichtigung einer kiinstlichen Alterung durch erh6hte Temperatur

e Herabsetzen der Inokulationszyklen von sechs auf drei unter Beibehaltung der sehr hohen
Keimbelastung

e Einfiihren des Tests fiir Hefe- und Schimmelpilze, wobei diese getrennt voneinander betrach-
tet werden miissen, da es sich bei Schimmelpilzen um ein Oberflachenproblem handelt

e Quantitative Bestimmung der KBE/ml bei jedem Inokulationszyklus

e Einfiihren eines pass/fail Kriteriums und einer Validitatsprifung

1.1.2 Ergebnisse der Bodenbelagsklebstoffe

Im Jahr 2016 wurden laut dem Marktforschungsinstitut Ceresana in Europa knapp 3,2 Millionen Ton-
nen Klebstoffe verbraucht. Bis zum Jahr 2024 wird ein Anstieg des Klebstoff-Umsatzes europaweit von
1,9 % pro Jahr erwartet (Marktstudie Klebstoffe-Europa, 3. Auflage Marz 2017). In den vergangenen
Jahren wurde ein steigender Verbrauch von Dispersionsklebstoffen verzeichnet, im Jahr 2016 erreich-
ten sie ca. 53 % des europadischen Gesamtabsatzes an Klebstoffen. In der Marktstudie von Ceresana
wurden verschiedene Anwendungsbereiche untersucht. Es zeigte sich, dass das Segment Papier und
Verpackungen mit 29 % des europdischen Verbrauchs den bedeutendsten Absatzmarkt fiir Klebstoffe
im Jahr 2016 darstellte. An zweiter Stelle folgte die Bauindustrie.

Fiir die Untersuchungen der Bodenbelagsklebstoffe wurde ein Produkt mit einer MIT/BIT-Konservie-
rung (jeweils 100 ppm) ausgewahlt und hinsichtlich der Empfindlichkeit gegeniiber Mikroorganismen
getestet. Im Falle der Bakterien wurde nur bei der unkonservierten Probe ein Wachstum beobachtet.
Die getesteten Klebstoffe mit einer MIT/BIT-Konservierung waren ausreichend gegeniiber bakteriel-
lem Befall geschiitzt; auch bei einer Reduktion des Konservierungsmittels um die Hélfte konnten keine
Bakterien nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden bei den kiinstlich gealterten Proben er-
halten, wobei das Wachstum der Bakterien in den unkonservierten Proben etwas starker ausfiel. Die
Ergebnisse zeigen, dass selbst in den Proben mit der verminderten Konservierungsmittelkonzentra-
tion ausreichend Biozid vorhanden war, um die Bakterien vollstindig abzutdten. Im Falle der Hefen
konnte weder in den ungealterten noch in den kiinstlich gealterten Klebstoffen ein Wachstum nachge-
wiesen werden. Bei den unkonservierten Proben wurde lediglich die Ausbildung von Kolonien beo-
bachtet. Bei allen anderen Proben wurden keine Hefen nachgewiesen. Das unterschiedliche Verhalten
der getesteten Bodenbelagsklebstoffe verglichen mit den Farben unterstiitzt die Vermutung, dass die
Bedingungen fiir die Konservierung nicht von einem Produkt auf das andere iibertragbar sind.
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1.1.3 Bedeutung der kiinstlichen Alterung und Bestimmung des Konservierungsmittelgehalts

In der revidierten Fassung des Gebrauchstauglichkeitstests wurde zudem eine kiinstliche Alterung der
Proben aufgenommen, die vor Durchfiihrung des Belastungstests mit Mikroorganismen erfolgt. Auf
diese Weise lassen sich Aussagen beziiglich der Stabilitidt des Konservierungsmittels und der Empfind-
lichkeit der Produkte treffen. Bei allen Versuchen mit Dispersionsfarben und Bodenbelagsklebstoffen
war ein Einfluss der kiinstlichen Alterung gegeben. Im Falle der MIT/BIT-konservierten Farben fiel
das Wachstum bzw. das Auftreten von Kolonien deutlich geringer aus als bei den ungealterten Proben.
Im Gegensatz dazu zeigten Farben mit einer ZnP/BIT-Konservierung sowie die Bodenbelagsklebstoffe
nach der kiinstlichen Alterung eine erhéhte Anfalligkeit gegeniiber Bakterien. Auch diese Ergebnisse
machen deutlich, dass die Bedingungen fiir die Konservierung nicht von einem Produkt auf ein ande-
res Produkt ibertragen werden kénnen.

Bei allen Versuchen wurde der Gehalt an Konservierungsmitteln vor und nach Ablauf der kiinstlichen
Alterung und des mikrobiologischen Belastungstests durch Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (UHPLC) bestimmt. Durch die Benutzung eines Dioden-Array-Detektors zur Signalerfassung
wurde der Gehalt an Bioziden sicher erfasst. Die analytische Erfassung des Zinkpyrithions (ZnP) ist
verglichen mit der Bestimmung der anderen Biozide aufgrund der Reaktivitat dieser Substanz auf-
wendiger und konnte im begrenzten finanziellen Rahmen des Vorhabens nicht zuverladssig durchge-
fithrt werden. Hinsichtlich der Stabilitdt von MIT und BIT lassen sich folgende Aussagen treffen:

e eine Abnahme im Biozidgehalt erfolgte zum einen {liber die Zeit und zum anderen durch die Be-
lastung mit Mikroorganismen

e MIT zeigte eine hohere Stabilitat als BIT

e Bei MIT/BIT-konservierten Farben hatten die Bakterien keinen Einfluss auf den Konservie-
rungsmittelgehalt. Kam es zu einer zeitlich bedingten Abnahme an MIT und BIT waren die Far-
ben dennoch ausreichend gegeniiber bakteriellem Befall geschiitzt (Farbe 3 und 4). Bei Disper-
sionsfarben, die mit ZnP und BIT konserviert waren, wurde nach der kiinstlichen Alterung eine
Abnahme an BIT durch die bakterielle Belastung der Proben gemessen. Ubereinstimmend da-
mit wurden in diesen Proben Kolonien von Bakterien nachgewiesen.

e Die Belastung der Dispersionsfarben mit Hefen zeigte einen Einfluss auf den Konservierungs-
mittelgehalt. Nach Beendigung der Belastungstests wurde eine deutliche Abnahme in dem Ge-
halt an MIT und BIT gemessen. Auch wenn in diesen Proben zum Teil kein Wachstum stattge-
funden hat, ist es durchaus denkbar, dass die iiberlebenden Hefen zu einem Konservierungs-
mittelabbau gefiihrt haben. Lediglich die am stirksten konservierten Farben (100 ppm MIT
und 100 ppm BIT) zeigten keine Abnahme im Biozidgehalt in Gegenwart von Hefen.

o Belastungstests mit Schimmelsporen zeigten nach der kiinstlichen Alterung eine Schimmelpilz-
abhingige Abnahme des Konservierungsmittelgehalts in der bindemittelreichen Farbe (Vi-
nylacetat/Ethylenbasis), bei der MIT und BIT ausschliefilich {iber die Rohstoffe eingetragen
wurden. Dies korreliert gut mit der Schimmelbildung an der Oberfldche dieser Dispersions-
farbe. Auch bei der Farbe mit einer verringerten Konservierungsmittelkonzentration und
Reinacrylat als Bindemittel wurde eine Abnahme an MIT und BIT nachgewiesen.

o Beiden Bodenbelagsklebstoffen wurde keine Beeinflussung des Konservierungsmittelgehalts
durch Mikroorganismen nachgewiesen. In allen Versuchen war die eingesetzte Konzentration
an MIT und BIT ausreichend, um die Bakterien und Hefen vollstindig abzutdten.
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1.2 Bedeutung der Betriebshygiene

Das Wachstum von Mikroorganismen in den verschiedenen Produkten kann zu einer unerwiinschten
Verdnderung der Produkteigenschaften (z.B. Viskositat, pH oder Geruch) fiihren. Neben dem Keimgeh-
alt der Rohstoffe kommt dabei der Werkshygiene eine besondere Bedeutung bei der Keimbelastung
der Produkte zu. Die bei der Abfiillung eingebrachten, stoffwechselaktiven Keime kénnen nur durch
eine entsprechende hohe Konzentration an Topfkonservierer an ihrer Vermehrung gehindert werden.
Daher ist es wichtig, durch Mafdnahmen der Betriebshygiene den Eintrag von Keimen in das Produkt
frithestmoglich innerhalb des Produktionsprozesses zu limitieren. Gemeinsam mit der Industrie
wurde diskutiert welche Méglichkeiten es gibt, den Biozidgehalt im Gebinde weiter zu reduzieren und
zeitgleich eine sichere Lagerkonservierung zu gewahrleisten.

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden vier Farbwerke besichtigt, in denen weifde Wandfarbe
produziert wird, die mit dem Blauen Engel ausgezeichnet ist. Bei allen Herstellern gab es Plane zur re-
gelmafdigen Priifung der Werkshygiene. Werden im Laufe der Produktion erh6hte Keimzahlen nachge-
wiesen, werden bei den meisten Produzenten schnell abbaubare Biozide eingesetzt, die bei der Abfiil-
lung des Produkts in das Gebinde bereits abgebaut sein sollten. Zum Schutz vor mikrobiellem Befall
werden wassrig geloste Rohstoffe und Zwischenprodukte mit Bioziden versehen, wobei diese bei der
Berechnung des maximal moglichen Einsatzes an Biozid gemafs den Anforderungen der Vergabe-
grundlage des Blauen Engels beriicksichtigt werden. Neben den Rohstoffen kommt auch dem Wasser
eine bedeutende Rolle zu, welches zur Produktion eingesetzt wird. Beim Bau neuer Anlagen wurde be-
reits in den letzten Jahren auf eine moéglichst gradlinige und verzweigungsfreie Zufuhr der Stoffe in der
Produktion geachtet. Dennoch befinden sich in den Produktionsanlagen an vielen Stellen Totraume, in
denen sich Riickstdnde bilden kénnen, wodurch ein Keimwachstum begiinstigt wird. Freie Leitungen
werden mit sog. Molchen mechanisch gereinigt. Weitere Reinigungsschritte werden chemisch durch-
gefiihrt (ZB HzOz).

Im Rahmen der Gesprache mit Industrievertretern wurde deutlich, dass von den Baumarkten eine
Haltbarkeit von weifder Innenraumdispersionsfarbe in Gebinden von 2-3 Jahren gefordert wird und
die Verbraucher eine Haltbarkeit von ca. 6 Monaten nach Offnung des Gebindes und Gebrauch der
Farbe erwarten. Es wurde diskutiert, ob Farben mit einem geringeren Konservierungsmittelgehalt mit
einem Mindesthaltbarkeitsdatum versehen werden sollen und dem Verbraucher somit signalisiert
werden kann, dass Farbe mit Blauer Engel Auszeichnung zeitnah verbraucht werden sollte. Farben, die
fiir eine langere Lagerung von bis zu 2 Jahren vorgesehen sind, konnen weiterhin vermarktet werden,
ohne das Umweltzeichen des Blauen Engels zu tragen. Dem Verbraucher muss durch Werbung etc. je-
doch verstandlich gemacht werden, dass frisch zu verbrauchende Farben weniger Biozide enthalten.

Eine weitere innerbetriebliche Mafdnahme zur Reduktion von Topfkonservierern ware die routinema-
3ige Anwendung von desinfizierend wirkenden Bioziden mit geringer Langlebigkeit im Gebinde. Hier-
durch wiirde die Farbe keimfrei in das Gebinde gefiillt und der Bedarf an Topfkonservierer stark redu-
ziert.

1.3 Alternativen der Konservierung

Isothiazolinone werden den Dispersionsfarben iiblicherweise als Konservierungsmittel beigesetzt und
verlangern die Haltbarkeit der Produkte. Da sie jedoch zu den Kontaktallergenen gehdren und bei sen-
sibilisierten Personen zu allergischen Reaktionen fithren kénnen, ist die Nachfrage nach Alternativen
gestiegen. Seit einigen Jahren werden konservierungsmittelfreie Wandfarben angeboten, die auch fiir
Allergiker geeignet sind. Verglichen mit den konservierungsmittelhaltigen Produkten weisen sie eine
um ca. 1/3 verringerte Lagerstabilitat auf (raumkult24.de; 11.09.2017). Bei konservierungsmittel-
freien Farben erfolgt der Schutz gegentiber mikrobiellem Befall durch eine Erhéhung des pH-Wertes
auf 10,4 - 11,1. Bei Innenwand- und Fassadenfarben kommen bereits klassische Silikatfarben, Disper-
sionssilikatfarben und Sol-Silikatfarben mit einem erhohten pH-Wert zum Einsatz. Durch die Erho-
hung des pH-Wertes im alkalischen Bereich wird das Wachstum und die Vermehrung von Mikroorga-
nismen behindert. Sporen kdonnen unter diesen Bedingungen jedoch iiberdauern.
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Kommt es zu einem Abfall im pH-Wert bessern sich die Lebensbedingungen; die Sporen keimen aus
und die Mikroorgansimen kénnen wachsen. Da einige Pigmente und Rohstoffe unter den erhohten al-
kalischen Bedingungen jedoch nicht stabil sind, ist diese Art der Haltbarmachung nicht fiir alle Pro-
dukte gleichermafien geeignet. Bei den Dispersionsfarben werden derzeit nur matte weife Produkte
angeboten. Glanzende und seidenglianzende sowie abgetdnte Wandfarbe sind nach heutigem Stand
(April 2018) technisch nicht méglich. Gleiches gilt auch fiir die Gruppe der Lacke.

1.4 Schnellnachweis der Keimbelastung durch gPCR

Um moglichst schnell eine Auskunft iiber die mikrobielle Belastung der Farbrohstoffe zu erhalten, wurde
in diesem Forschungsvorhaben der Einsatz der quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR) als Al-
ternative gegeniiber der Bestimmung des Keimgehalts mit herkommlichen Methoden untersucht. Die
gPCR als Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsduren erlaubt eine Quantifizierung in Echtzeit. Die Quan-
tifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen wahrend eines PCR-Zyklus durchgefiihrt, wobei
derjenige Zyklus der exponentiellen Phase genutzt wird, an dem das spezifische Produktsignal (Cr-Wert,
engl. threshold cycle) erstmals das Hintergrundsignal iiberschreitet. Uber eine Standardkurve mit be-
kannter DNA-Menge, kann die DNA-Menge einer unbekannten Probe ermittelt werden. Dabei werden die
Cr-Werte der anfangs eingesetzten DNA-Menge gegen den Logarithmus aufgetragen. Aus dem Cr-Wert
der unbekannten Probe kann dann auf die Templatemenge der Probe geschlossen werden. Diese Methode
konnte in diesem Forschungsvorhaben erfolgreich fiir das Bakterium P. aeruginosa eingesetzt werden. Da
ein mikrobieller Befall der Rohstoffe hauptsachlich durch Pseudomonaden stattfindet, wurde mit diesem
Bakterium als typischen Vertreter gearbeitet. Mit isolierter DNA von P. aeruginosa wurde eine Standard-
kurve erstellt und es gelang, bekannte DNA-Mengen, die als Probe mitgefiihrt wurden, nachzuweisen. Al-
lerdings gelang dies nur bei einer DNA-Extraktion, die aus einer wéssrigen Zellsuspension erfolgte.
Wurde dagegen der Rohstoff mit einer definierten Menge an Zellsuspension angeimpft und die DNA dar-
aus anschliefdend isoliert, konnte nur ein Teil der DNA-Menge im Vergleich zur Kontrolle wiedergefunden
werden. Die Hauptschwierigkeit liegt damit in der absoluten Quantifizierung bei mikrobiell belasteten
Rohstoffen. Die hohe Viskositat der Rohstoffe erschwert und behindert vermutlich die Isolierung der
DNA-Menge.

1.5 Ausblick

Fiir Dispersionsfarben wurde ein neuer Gebrauchstauglichkeitstest entwickelt. Der neue Test ist auf-
wendig (getrennte Priifung von Bakterien, Pilze und Hefen), er ermdglicht aber genauere Aussagen
iiber Wirksamkeit der Konservierung und damit tiber die Stabilitat der Farbe. Daneben gibt es in der
Industrie eine stetige Weiterentwicklung von Dispersionsfarben, die nicht mit Bioziden haltbar ge-
macht werden. Diese neuen Dispersionsfarben haben in der Regel einen hoheren pH-Wert unterhalb
der Kennzeichnungsgrenze, der die Haltbarkeit der Farbe gewahrleisten soll. Diese Entwicklung sollte
im Hinblick auf den Blauen Engel weiter beobachtet werden.

Neben Dispersionsfarben miissen auch andere Bauprodukte konserviert werden wie beispielweise Lacke
und Bodenbelagsklebstoffe. Der neu entwickelte Gebrauchstauglichkeitstest sollte grundsatzlich auch fiir
diese Produkte geeignet sein, fiir die richtige Anwendung und die Bewertung der Ergebnisse besteht al-
lerdings noch Forschungsbedarf. Fiir den qPCR-Test gab es verschiedene Uberlegungen fiir sinnvolle An-
wendungen im Rahmen der Betriebshygiene. Die Forschungsergebnisse zeigen jedoch, dass verlassliche
Aussagen fiir Dispersionsfarben schwierig sind und eine Anwendung in der Praxis derzeit nicht absehbar
ist.
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2 Summary

The aim of the research project was the development of new criteria for the “Blue Angel” eco-label for
water-based building products used indoors. Therefore, the currently valid test procedure for the de-
termination of the concentration of preservative required for in-can preservation of building products
for indoor use was revised. Clarification was also required as to whether the requirements for the in-
can protection of white dispersion paints could be transferred to other interior building products.

The “Blue Angel” eco-label has existed for 40 years and identifies products to consumers that are more
environmentally-friendly than other comparable, standard products. Products that have been awarded
the “Blue Angel” are low-emission and the indoor air is affected as little as possible, thus minimising
potential health risks. In the case of dispersion paints, no carcinogenic, mutagenic nor reprotoxic or
toxic substances must be contained in the paints. No products containing plasticising substances based
on phthalates or organophosphates or other comparable high-boiling point substances may be added
to the low-emission wall paints. The content of volatile organic compounds of the wall paint must not
exceed 0.07 % and the content of free-formaldehyde shall not exceed 0.01 % in the product.

The change from solvent-based products to water-based ones in many industries resulted in new chal-
lenges in terms of controlling microbial contamination and growth and prevent it from causing
changes in the product properties (e.g. viscosity, color, pH). To protect the paints against these micro-
bial attack biocides are added. White wall paints labelled with the “Blue Angel” shall contain only those
substances as preservatives that are listed in annex 1 to the RAL-UZ 102 Basic criteria. The amounts
indicated must not be exceeded and the preservation of the wall paint shall only be permitted during
storage and transportation. In Annex V to the Biocidal Products Regulation (BPR), biocidal products
are classified into 22 biocidal product-types (PT), grouped in four main areas (disinfectants, preserva-
tives, pest control and other biocidal products). Preservatives that are used in wall paints are classified
as PT6* (preservatives for products during storage) and can only be included in Annex 1 of the RAL-
UZ102 Basic criteria, if they are marketable according to the European Biocidal Regulation.

In interior wall paints isothiazolinone-based biocides are the most common and are effective in-can
preservations agents. As these substances are known to be contact allergens that may cause contact
dermatitis, they should be declared on the wall paint bucket of products bearing the eco-label. Addi-
tionally, allergic persons can make use of a personal advisory service.

2.1 Revision of the Biotest

The aim of the project was the revision of the current test procedure used to determine the concentra-
tion of preservative required for in-can building products for indoor use according to annex 5 RAL-
UZ12a, Low-pollutant varnishes “. The test for the use of preservatives in its current version was de-
veloped in 1999 and is only based on efficacy tests in white dispersion paints. The results obtained are
transferred to all other building products for indoor use. Therefore, it was verified as to whether the
requirements for the in-can-preservation of a white dispersion paint could be transferred to other
aqueous-based, interior building products. Visits to paint-producing plants and consultation with rep-
resentatives from industry showed that many recipes for white wall paints exist. For the revision of
the current test procedure, standard white interior paints containing a polyvinylacetate/ethylene
binder were used. In parallel, experiments were performed using paints containing polymer disper-
sions based on pure acrylate as binder. The paints used were provided by industry and differed only in

4 PT6: Preservatives for products during storage: Used for the preservation of manufactures product, other than foodstuffs,
feeding stuffs, cosmetics or medicinal products or medical devices by the control of microbial deterioration to ensure
their shelf life. Used as preservatives for the storage or use of rodenticide, insecticide or other baits.
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the type of binder. In this way the effect of the binder on the feasibility and the results of the revised
test procedure could be studied. In the current test procedure, the interior paint is inoculated six times
with a very high level of bacteria (100 -1000 million of bacteria in 50 g paints on each occasion). It is
doubtful that such a high concentration of bacteria will be present before filling the paints into the
containers and so this was considered to be an excessive challenge to employ. As white wall paints can
also be sensitive to yeasts and moulds, these microorganisms have been considered in the revised test
procedure also.

2.1.1 Results for white interior paints

The tests showed only growth5 of yeasts and bacteria in white interior paints in which the preserva-
tive was introduced exclusively by the binder. Paints with a usual MIT/BIT preservation (100 ppm
each) were sufficiently protected against microbial attack. If the concentration of MIT and BIT was
halved, no growth of yeasts was detected. In this case, only the formation of coloniesé was observed
over the entire experimental period of six weeks. Similar results were obtained in the tests with bacte-
ria, whereby colonies were only formed in the paint with a lower binder content. This means that the
reduced preservative concentration prevents the growth of microorganisms, but only leads to incom-
plete inactivating of bacteria and yeasts.

This raises the question as to whether it is necessary that the preservative concentration employed
should lead to the sterilisation of the product. Discussions with representatives from industry showed
that a microbial content of up to 107 per milliliter paint is acceptable. Accordingly, in some cases, a
product-dependent reduction of the biocidal content could probably be achieved. However, it must be
ensured that there is no uncontrolled growth of the microorganisms resulting in a loss of quality of the
product. The tests also showed that even the type of binder can influence the susceptibility of the paint
to microorganisms. Only paints containing acrylate or vinylacetate/ethylene-based binders showed
growth of bacteria when no preservative was added. Similarly, survival of microorganisms was only
observed in paints containing vinylacetate/ethylene-based binders when the concentration of preserv-
ative used was reduced. Paints containing pure acrylate-based binders showed neither bacterial
growth nor survival of the challenge organisms. Under the test conditions used the paint seems not to
be susceptible to bacterial growth. Tests performed using yeasts showed also clear differences be-
tween the binders. The yeasts could only grow in the unpreserved paints containing vinylacetate/eth-
ylene-based binders; in the presence of pure acrylate-binders only survival occurred, not growth.

Currently, the most common combination of active substances used for the preservation of white inte-
rior paints is 100 ppm MIT + 100 ppm BIT. Neither preservative can be used alone, as there are gaps in
the efficacy spectrum that results in insufficient protection against microbial attack. Due to the new
classification of MIT, products preserved with MIT/BIT (< 100 ppm each) will be marked with a warn-
ing symbol in future, which is not consistent with the ecolabel, “Blue Angel”. It can be assumed, there-
fore, that the maximum usable concentration will be restricted to <15 ppm (H317: May cause an aller-
gic skin reaction) by the Blue Angel approval process. As preservation with MIT can only be achieved
at a concentration of at least 50 ppm it is unlikely to be used in Blue Angel compliant products.

After discussion with representatives from industry, zinc pyrithione/BIT was tested as an alternative
preservative to MIT/BIT. For the tests, a white interior paint containing a styrene acrylate-based
binder was used. As shown in the previous studies, the paint with the highest preservative concentra-
tion resulted in the best protection against bacteria. In contrast to the previous results, the paints were

5 In the following text the term “growth” is used if the number of colonies per milliliter of paint on agar plates after incubation
exceeds the number of bacteria added per milliliter prior to incubation.

6 In the following text the term “formation of colonies” is used if the number of colonies per milliliter of paint on agar plates
after incubation is less than the number of bacteria added per milliliter prior to incubation.
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more susceptible to bacteria after artificial aging. These results also show that there are already dif-
ferences in the susceptibility to microorganisms within the group of paints studied. Depending on the
binder and the preservative, different results were obtained in the tests, which indicates that the con-
ditions for preservation cannot simply be transferred from one product group to another.

Based on the results for white wall paints, several changes were introduced in the test procedure:
e Introduction of artificial ageing
e Reduction of the inoculum size and the number of inoculation cycles (from 6 to 3)

e Introduction of bacteria, yeasts and mould (additional tests separately with in-house microor-
ganisms also possible)

e (Quantitative determination of colony forming units (cfu)/ml after each inoculation cycle

e Documentation of biocidal content before and after artificial ageing and after the biotest by
chemical analysis

e Introduction of a pass/fail criterium and validity check

2.1.2 Results for adhesives

According to the market research institute Ceresana, almost 3.2 million tons of adhesives were used in
Europe in 2016. Adhesives sales are expected to increase by 1.9 % per year in Europe by 2024 (market
study Adhesives-Europe, 3. Edition March 2017). In recent years, there has been an increase in the use
of dispersion adhesives; in 2016, they accounted for approximately 53 % of total European sales of ad-
hesives. The strongest demand was for vinyl-adhesives at 1.1 million tons. The Ceresana market study
examined various areas of application. It turned out that the paper and packaging segment was the
most important sales market for adhesives in 2016, accounting for 29% of use in Europe. The con-
struction industry followed in second place.

For studying the susceptibility of floor-covering adhesives to microorganisms, a product containing
MIT/BIT as a preservative (100 ppm each) was used. In the case of bacteria, growth was only detected
in the unpreserved samples. Adhesives with standard MIT/BIT preservation were sufficiently pro-
tected against microbial contamination; even when the preservative content was reduced by half no
bacteria could be detected. Similar results were obtained for the artificially aged samples, with slightly
stronger growth of bacteria in the unpreserved samples occurring. The results show that even in the
samples with a reduced preservative content sufficient biocide was present to completely kill the bac-
teria. In the case of yeasts, no growth was detected, either in the unaged or in the artificially aged sam-
ples. Survival of the challenge consortium was observed only in the unpreserved samples; in no other
samples were yeasts detected. The different behavior of the floor-covering adhesives tested compared
to the paints supports the assumption that the conditions for preservation cannot be transferred from
one product to another.

2.1.3 Importance of artificial ageing and determination of preservative content

In the revised version of the biotest, the artificial aging of the samples prior to challenge testing was
included. In this way, statements can be made regarding the stability of the preservative and the sensi-
tivity of the products. In all tests performed with white wall paints and floor-covering adhesives an im-
pact of the artificial aging was shown. In case of the MIT/BIT preserved paints, the growth or the sur-
vival of the challenge consortia was lower than in the unaged samples. In contrast, paints containing
ZnP/BIT as a preserve and floor-covering adhesives were more susceptible to bacteria after the artifi-
cial ageing. These results also clearly show that the conditions for preservation cannot be transferred
from one product to another.
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In all tests, the concentration of preservatives present was determined both before and after artificial
ageing and the after the biotest by ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC), using a
photo-diode-array detector. The analytical detection of zinc pyrithione (ZnP) is more complex com-
pared to the determination of the other biocides due to the reactivity of this substance and could not
be reliably performed within the limited financial framework of the project. Regarding the stability of
MIT and BIT, the following statements can be made:

o Adecrease in biocide concentration occurred both over time and due to the exposure to micro-
organsims

e MIT demonstrated higher stability than BIT

e In case of MIT / BIT-preserved paints, bacteria had no effect on the preservative concentration
present. If there was a time-related decrease in MIT and BIT, the paints were nevertheless suf-
ficiently protected against bacterial colonisation (color 3 and 4). For interior white paints pre-
served with ZnP and BIT, a decrease in the concentration of BIT after artificial aging was meas-
ured in the presence of bacteria. Consistent with this, bacteria were detected in these samples.

e In paints, yeasts had an influence on the concentration of preservative present. A significant
decrease in MIT and BIT concentration was measured after the biotest. Even though growth
could not be shown in all samples, it is quite possible that the surviving yeasts led to the degra-
dation of preservatives. Only in case of the paints containing the highest concentration of MIT
and BIT (100 ppm each) was no decrease in biocide concentration in the presence of yeasts
detected.

e After artificial aging, tests with mould spores showed a mould-dependent decrease in the bio-
cide concentration in the binder-rich paints (vinyl acetate/ethylene), in which MIT and BIT
were introduced exclusively via the raw materials. This correlates well with the formation of
mould on the surface of this paint that was (or is) observed in these products. A decrease in
MIT and BIT concentration was also demonstrated in the paint containing a reduced preserva-
tive concentration and containing a pure acrylate-based binder.

o In the case of the floor-covering adhesives, no influence on the preservative concentration by
microorganisms was detected. The concentration of MIT and BIT used was sufficient to com-
pletely kill the bacteria and yeasts in all experiments

2.2 Importance of industrial plant hygiene

The growth of microorganisms in various products can result in changes of properties of the product
(e.g. viscosity, color, pH). In addition to the presence of microorganisms in raw-materials, the hygiene
of industrial plant is an important source of the microbial load of a product. Metabolically active mi-
croorganisms, which are introduced in the products during filling, can only be prevented from multi-
plying by an effective concentration of in-can preservatives.

Therefore, it is important to limit the entry of germs in the product by industrial hygiene measures as
soon as possible within the production process. Together with industry it was discussed what options
there are to reduce the in-can biocide content and, at the same time, to ensure sufficient preservation
during storage.

In the context of the research project, four paint factories were visited, which produced white wall
paint and hold the German Blue Angel Environmental Label. All producers had schedules for regular
check-ups on plant hygiene. If increased bacterial counts are detected during production, most pro-
ducers use rapidly degradable biocides, which should already be degraded when the product is filled
into the container.
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To be protected against microbial infestation, aqueous dissolved raw materials and intermediates are
provided with biocides, whereby these are taken into account when calculating the maximum possible
use of biocides according to the Blue Angel requirements.

In addition to raw materials, water also plays an important role in production. During the construction
of new plants, care has already been taken in recent years to ensure the straightest possible pipe work
to supply e.g. raw materials in production. Nevertheless, in many places in the production facilities
there are dead spaces in which residues can form, which promotes microbiological growth. Free pipes
are mechanically cleaned with so-called pigs. Further cleaning steps are carried out chemically (e.g.
H;0>).

During discussions with industry representatives it became clear that DIY stores demand a shelf life of
white interior dispersion paint in containers of 2-3 years and consumers expect a shelf life of approx. 6
months after opening the container and using the paint. [t was discussed whether paints with a lower
preservative content should be provided with a minimum durability date and thus signaled to the con-
sumer that paints with the Blue Angel label should be used up promptly. Paints intended for prolonged
storage of up to 2 years could still be marketed without bearing the Blue Angel eco-label. However, in
this case, the consumer would need to be made aware through advertising etc. that freshly used paints
contain fewer biocides. Another in-house measure to reduce in-can preservatives would be the routine
use of disinfectant biocides with low durability in the container. This would allow to fill the paint free
of microorganisms into the container and greatly reduce the need for in-can preservatives.

2.3 Preservation alternatives

Isothiazolinone-based preservatives are often used in dispersion paints to ensure the shelf life of the
products is sustained. Since they are known for to have allergenic potential, which can lead to allergic
reactions in sensitized individuals, the demand for alternatives has increased. For some years now,
preservative-free paints have been offered that are also suitable for individuals sensitive to certain
preservatives. Compared to preservative-containing products they have a reduced shelf life by about
1/3 (raumkult24.de, 11.09.2017). Preservative-free paints are protected against microbial attack
through increases in pH to 10,4 - 11,1. Classic silicate paints, dispersion silicate paints and sol-silicate
paints with increased pH are already used for interior wall and facade paints. Increasing the pH into
the alkaline range hinders the growth and proliferation of microorganisms. However, spores can sur-
vive under these conditions and adaptation may occur over time either in the product or in the pro-
duction facility.

A decrease in the pH often leads to improved conditions of growth for many microorganisms; any
spores present will germinate, and the microorganisms can then grow. However, as some pigments
and raw materials are not stable under the increased alkaline conditions, this type of approach is not
suitable for all products. At present, only matt white wall paints can be offered; high sheen, satin-gloss
and tinted wall paints are not technically possible. The same applies to varnishes.

2.4 Detection of bacterial contamination by qPCR

In the research project it was investigated whether a faster determination of bacterial count in raw
materials can be performed by means of quantitative polymerase chain reaction. Quantitative real-
time PCR (gqPCR), as an amplification method for nucleic acids, enables quantification in real time.
Quantification is performed by fluorescence measurements during a PCR cycle, using the exponential
phase of the cycle at which the specific product signal (Ct-value; threshold cycle) exceeds the back-
ground fluorescence for the first time. Via a standard curve created with a known quantity of DNA, the
amount of DNA of an unknown sample can be determined. The Ct-value of the initial DNA quantity is
plotted against the logarithm, allowing the determination of the template quantity of an unknown
sample by using the corresponding Ct-value.
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This method was successfully applied for the bacterium P. aeruginosa. This is a typical representative
of problem organisms in paints industry as raw materials are mainly contaminated with pseudo-
monads. A standard curve was established with DNA isolated from P. aeruginosa. With this, samples
with spiked amounts of DNA were measured and the amount of added DNA was verified. However,
this was only successfully done, when the DNA was extracted from an aqueous cell solution. If, in con-
trast, a raw material was spiked with a known amount of DNA, it could only be partly recovered. How-
ever, when the raw material was spiked with a defined amount of a cell suspension and subsequently
the DNA was isolated, the DNA could only be recovered partly in comparison to the control. It is likely
that the high viscosity of a raw material hindered the isolation of DNA.

2.5 Outlook

In the research project new criteria for the “Blue Angel” eco-label for water-based building products
used indoors were developed. The revised test is more complex (separate testing of bacteria, fungi and
yeasts), but it allows more precise statements about the efficacy of the preservation and thus about the
stability of the paint. Furthermore, there is a development in industry regarding dispersion paints that
are not preserved with biocides. These new emulsion paints usually have a higher pH below the label-
ing limit to ensure the preservation of the paint. This development should continuously be observed
with regard to the Blue Angel.

In addition to dispersion paints, other building products (e.g. varnishes and adhesives) must also be
preserved. The revised biotest should in principle also be suitable for these products, but there is still a
need for research for the correct application and evaluation of the results. For the gPCR test, there
were various considerations for useful applications in the context of industrial plant hygiene. How-
ever, the research results show that reliable statements for dispersion paints are difficult and that an
application in practice is currently not foreseeable.
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3 Einleitung

Mit der Umstellung von Losemittel-basierten Innenraumbauprodukten auf wassrige Systeme kam es zu
einer deutlichen Reduzierung der Innenraumbelastung durch Losungsmittel. Die heutzutage vermehrt
eingesetzten Dispersionswandfarben bieten jedoch aufgrund ihres hohen Wassergehalts und der Ver-
wendung natiirlicher Rohstoffe die Voraussetzungen fiir das Wachstum von Mikroorganismen. Als Folge
dessen kann es bei Farben zu Verdnderungen der Produkteigenschaften, wie z.B. Viskositatsverande-
rungen, Geruchsbildung oder Farbanderungen, kommen. Daher werden gezielt Konservierungsmittel
eingesetzt, um Dispersionsfarben vor dem Abbau durch stoffwechselaktive Mikroorganismen zu schiit-
zen. Problematisch erweist sich hierbei, dass die verwendeten Topfkonservierer in die Raumluft emit-
tieren konnen (Plehn et al., 2002.) und teilweise zu den Kontaktallergenen, wie z.B. Isothiazolinone, ge-
horen. Daher wird angestrebt, den Gehalt an Topfkonservierern in wassergeldsten Innenraumbaupro-
dukten zu senken, ohne dabei die positive Auswirkung der Topfkonservierung zu gefdhrden.

Mit dem Umweltzeichen “Blauer Engel” werden emissions- und schadstoffarme Produkte ausgezeich-
net, bei denen mogliche negative Auswirkungen auf Mensch und Umwelt auf ein Minimum reduziert
sind. Bei Dispersionsfarben bedeutet dies konkret, dass sie besonders arm an Losemitteln und Formal-
dehyd sind und der Anteil an Weichmachern unter 0,1% liegt. Dariiber hinaus ist bei den Dispersions-
farben der Gehalt an Konservierungsmitteln begrenzt und durch die Vergabegrundlage RAL-UZ 102
streng geregelt, welche die zuldssigen Konservierungsmittel und deren Kombinationen mit ihren Ma-
ximalgehalten auflistet (Anhang 1, RAL-UZ 102). Bei all den dort aufgefiihrten Wirkstoffen handelt es
sich um Substanzen, die nach der Biozid-Verordnung EU NR. 528/2012 als verkehrsfahig eingestuft
wurden. Dies bedeutet, dass der Wirkstoff in der jeweiligen Produktart bereits genehmigt wurde oder
sich im Genehmigungsverfahren befindet. Auf der Liste befinden sich auch drei Vertreter aus der
Gruppe der Isothiazolinone (Abbildung 1). Hierbei handelt es sich um heterozyklische Verbindungen,
die neben Innenraumbauprodukten (z.B. Dispersionsfarben und Klebstoffe) auch in anderen Produk-
ten, wie z.B. Kosmetika und Reinigungsmitteln, eine breite Anwendung als Topfkonservierungsmittel
finden und die Produkte vor einer mikrobiellen Zersetzung schiitzen.

Abbildung 1: Darstellung von Isothiazolinonen
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5-Chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on  2-Methyl-2(H)-isothiazol-3-on  1,2-Benzisothiazol-3(2H)-on
(CIT) (MIT) (BIT)

Aufgrund des hohen allergenen Potentials von CIT und durch die Begrenzung auf kleiner 15 ppm fiir
Produkte mit dem Blauen Engel, stellte die Industrie von der Konservierungsmittelkombination
CIT/MIT (Verhaltnis 3:1) fast ausschliefllich auf die Mischung MIT/BIT (Verhéltnis 1:1) um. Zu be-
riicksichtigen bleibt jedoch, dass auch diese Kombination allergisierend wirken kann. Dies kann zum
einen durch den direkten Kontakt mit wéssrigen Formulierungen geschehen (Jayjock et al. 1996), zum
anderen kann in frisch gestrichenen Rdumen eine aerogene Kontaktdermatitis auftreten (Bohn et al.,
2000). Untersuchungen haben gezeigt, dass die Empfindlichkeit gegeniiber Isothiazolinonen in
Deutschland zwischen 2009 und 2012 stark zugenommen hat. Ursache hierfiir scheint der Umstieg der
Kosmetikindustrie von Parabenen auf Isothiazolinone als Konservierungsmittel (Uter et al., 2013).
Durch strengere gesetzliche Vorgaben wurde die erlaubte Menge an Isothiazolinonen in Kosmetikpro-
dukten deutlich reduziert, was sich in einem Riickgang der Sensibilisierungsfalle seit 2014 widerspie-
gelt (Schnuch, 2016).
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Im Rahmen des Forschungsvorhabens werden die Kriterien des bestehenden Belastungstests fiir die
Ermittlung der maximal notwendigen Konzentration an Konservierungsmitteln iberprift. Hierzu wird
der Verfahrensablauf, nach dem die Gebrauchstauglichkeit von Topfkonservierern in Innenraumfarben
z.Zt. gepriift wird, liberarbeitet. Die derzeitige Priifmethodik besteht seit nahezu 20 Jahren und unter-
sucht ausschliefdlich Wandfarben. Eine Unterscheidung zwischen den verschiedenen Innenraumbaupro-
dukten beziiglich der Anforderungen an die Topfkonservierung erfolgt bislang nicht. Der bestehende
Test nach RAL-UZ 102, Annex 1 A, geht derzeit von einer sehr hohen Keimbelastung (100 - 1000 Millio-
nen Bakterien auf 100 g Farbe) in dem abzufiillenden Produkt aus, deren Notwendigkeit im Rahmen der
Uberarbeitung des Verfahrens gepriift werden soll. Bei der Methode handelt es sich um einen wieder-
kehrenden Belastungstest, bei dem das Produkt sechsmalig mit dieser hohen Bakterienkonzentration
beimpft wird. Der Biozideinsatz und die Priifung dessen Wirksamkeit sind also auf eine extrem
schlechte Ausgangssituation, die ggf. auch in der Werkshygiene begriindet ist, ausgerichtet. Sollte im
Herstellungsprozess solch eine hohe Keimzahl in Einzelfallen auftreten, so ist vor der Abfiillung in ein
Gebinde eine Desinfektion erforderlich. Die zurzeit giiltige Methode priift somit, ob ein bestimmter Ge-
halt an Biozid diese Desinfektion bewirken kann. Es gilt aber zu beachten, dass nicht der Keimgehalt
selbst ein Problem darstellt. Das Problem entsteht erst, wenn die Keime Stoffwechselaktivitit zeigen
und sich dadurch das Produkt verdndert. Dauerstadien, wie z.B. Bacillus-Sporen, schadigen das Produkt
im Gebinde nicht. Es sollte daher nachgewiesen werden, dass aktive Mikroorganismen das biozidarme
Produkt bewachsen konnen. Hierdurch wird erst die Notwendigkeit eines Biozideinsatzes fiir die Topf-
konservierung des Endproduktes gerechtfertigt und die Aktivitat der im Test eingesetzten Mikroorga-
nismen validiert. Die Herstellung eines biozidfreien Produkts ist jedoch nahezu unmaéglich, da bereits
manche Rohstoffe, insbesondere die Bindemitteldispersionen, zur Haltbarmachung Konservierungsmit-
tel enthalten. Der Biozidgehalt der polymeren Dispersionen ist dabei nicht bekannt und kann in der Pra-
xis im Farbwerk nur abgeschitzt werden. Aufgrund dieser Schitzung wird der Farbe im Produktions-
verlauf eine weitere Menge an Biozid zugesetzt, um die Topfkonservierung wahrend der Lagerdauer je
nach Auslobung des Produkts zu gewdhrleisten. Die zuldssigen Hochstwerte fiir Konservierungsmittel
gemafd RAL-UZ 102 Anhang 1 gilt es dabei seitens des Farbherstellers einzuhalten. Im Rahmen der
Uberarbeitung der Priifmethodik soll zudem die chemische Analyse des Biozidgehalts beriicksichtigt
werden, wodurch Riickschliisse auf die Stabilitat der Konservierungsmittel in den Dispersionsfarben
liber einen langeren Zeitraum moglich werden. Die meistens in den Farben enthaltenen Isothiazolinone
lassen sich mit fliissigchromatographischen Methoden bestimmen, wohingegen die analytische Erfas-
sung des Zinkpyrithions aufgrund dessen Reaktivitidt oftmals erschwert wird (Farbe und Lack, 2016).
Des Weiteren soll in der revidierten Priifanforderung eine kiinstliche Alterung an dem konservierten
Produkt berticksichtigt werden.

Einen weiteren Schwerpunkt stellt in diesem Vorhaben die Betriebshygiene dar. Im Produktionsprozess
gilt es, den Eintrag von Mikroorganismen in das Produkt moglichst frith durch entsprechende Mafinah-
men zu limitieren. Die Keimbelastung der Produkte vor Abfiillung in das Gebinde ist dabei von verschie-
denen Faktoren, wie dem Keimgehalt der Rohstoffe und der Werkshygiene, abhangig. Im Rahmen von
Besichtigungen verschiedener Farbwerke wurde in Zusammenarbeit mit der entsprechenden Industrie
nach praxisgerechten Ideen gesucht. Dieser Aspekt scheint aufgrund der aktuellen Diskussion iiber die
Verwendung von Konservierungsmitteln in verbrauchernahen Produkten von besonderer Bedeutung.
Im Verlauf des Vorhabens hat der Ausschuss fiir Risikobewertung (RAC) mit der Opinion vom Marz
2016 die Einfiihrung eines spezifischen Konzentrationsgrenzwerts von 15 ppm fiir MIT vorgeschlagen.
Sollte diese Einstufung erfolgen, miissen voraussichtlich ab 2019 Produkte mit MIT ab einer Konzentra-
tion von 215 ppm mit dem Gefahrenhinweis H317 (Kann allergische Hautreaktionen verursachen) ge-
kennzeichnet werden. Es war davon auszugehen, dass die maximal einsetzbare Konzentration im Rah-
men der Blauen Engel Zulassung auf <15 ppm beschrankt werden miisste. Da MIT allein bei dieser Kon-
zentration als Topfkonservierer nicht mehr wirksam ist, sind Alternativen zum Schutz der Produkte vor
mikrobiellem Befall gefragt. Einige Moglichkeiten wurden im Rahmen des Vorhabens diskutiert und
sind in dem Bericht aufgefiihrt. Die Jury Umweltzeichen hat auf der Dezembersitzung 2017 fiir Wandfar-
ben beschlossen, keine neuen Zeichennutzungsvertrage mehr fiir matte weifse Wandfarben abzuschlie-
3en, wenn diese Biozide (MIT und/oder CIT) zur Topfkonservierung enthalten. Bestehende Zeichennut-
zungsvertrage und Antrage flr seidenglanzende und pigmentierte Wandfarben sind hiervon nicht be-
troffen.
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Diskussionen mit der Farbenindustrie zeigten zudem, dass eine Methodik zur schnellen Bestimmung
von Keimgehalten in Rohstoffen und Produkt fehlt, die erméglichen wiirde, Keimherde schneller zu
identifizieren und ihnen entgegen zu wirken. Die friihe Erkennung eines Befalls durch Mikroorganis-
men wiirde den effizienten Einsatz kurzlebiger Biozide erméglichen, wodurch das Ausbreiten der
Keime im Werk und die Abfiillung kontaminierter Farbe in das Gebinde unterbunden wiirde. Ziel ist es
daher im Rahmen des Forschungsvorhabens zu priifen, ob die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(gqPCR) erlaubt, in relativ kurzer Zeit Auskunft iiber die Art und Quantitit der Keime zu geben. Ware
dies moglich, konnten bereits innerhalb von wenigen Stunden Aussagen liber den Keimgehalt gemacht
werden und der Biozideinsatz somit effektiver gesteuert werden.

4 Material und Methoden

4.1 Innenraumbauprodukte

4.1.1 Dispersionsfarben
Dispersionsfarben fiir den Innenraum basieren hauptsachlich auf drei Bindemittel-Klassen:

e Vinylacetat - Ethylen (VAE) - Copolymere
e Styrolacrylate (SA)
e Reinacrylate (RA)

VAE-Copolymere machen dabei den gréiten Anteil aus (Diedering und Dimmers, 2014). Fiir die Uber-
arbeitung des Gebrauchstauglichkeitstests wurden weifde Innenraumdispersionsfarben verwendet,
die von einem Farbhersteller zur Verfligung gestellt wurden. Die Farben variierten zum einen in der
Art und dem Gehalt des Bindemittels, zum anderen in der Wahl des Konservierungsmittels. Eine Uber-
sicht liber die eingesetzten Farben ist in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 1: Innenraumdispersionsfarben mit MIT/BIT — Konservierung

Biozid Farbe 1 Farbe 2 Farbe 3 Farbe 4 Bindemittel
8,8 % Dispersion | 28,8 % Dispersion 8,8 % Dispersion | 28,8 % Dispersion | VAE oder RA

MIT nur aus ROH nur aus ROH + 75 ppm + 75 ppm 100 ppm

BIT nur aus ROH nur aus ROH + 75 ppm + 75 ppm 100 ppm

ROH: Rohstoffe. Als Bindemittel wurde entweder Vinylacetat/Ethylen (VA/E) oder Reinacrylat (RA) eingesetzt.

Flir die Versuche wurden zudem zwei Mischungen hergestellt, die eine reduzierte Biozidkonzentration
aufwiesen: Mischung 1 wurde durch Mischen der Farbe 1 und Farbe 3 im Verhaltnis 1:1 hergestellt,
Mischung 2 durch Mischen der Farbe 2 und Farbe 4 im Verhaltnis 1:1.

Des Weiteren wurde eine Dispersionsfarbe mit einer Konservierungsmittelkombination aus BIT und
Zinkpyrithion und Styrolacrylat als Bindemittel verwendet (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Innenraumdispersionsfarbe mit ZnP/BIT - Konservierung

Biozid Farbe 1* Farbe 2 Farbe 3 Farbe 4 Bindemittel

8,8 % Dispersion | 8,8 % Dispersion 8,8 % Dispersion | 8,8 % Dispersion SA

BIT nur aus ROH + 50 ppm + 100 ppm + 100 ppm keine Anga-
ben

ZnP nur aus ROH + 50 ppm + 50 ppm + 100 ppm keine Anga-
ben

ROH: Rohstoffe, * Die unkonservierte Farbe wurde durch Zugabe von 15 ppm CIT und einer 20%igen Losung aus
DBNPA durch den Farbhersteller desinfiziert. Als Bindemittel wurde Styrolacrylat (SA) eingesetzt.

4.1.2 Dispersionsklebstoffe

Fiir die Durchfiihrung des Gebrauchstauglichkeitstests wurde ein Dispersionsklebstoff konserviert mit
MIT/BIT (100 ppm:100 ppm) von der Industrie zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich dabei um eine
Formulierung einer wassrigen Dispersion eines Polymers auf Basis von Acrylsaureester, Acrylnitril
und Harz. Als Kontrolle diente der unkonservierter Klebstoff. Fiir die Versuche wurden der konser-
vierte und der unkonservierte Bodenbelagsklebstoff im Verhaltnis 1:1 miteinander gemischt.

4.2 Mikroorganismenstamme

Zur Uberarbeitung des Gebrauchstauglichkeitstests wurden verschiedene Bakterien, Hefe - und
Schimmelpilze in Abstimmung mit der betroffenen Industrie verwendet (siehe Tabellen 3-5).

Tabelle 3: Bakterienstamme
Aeromonas sobria BAM 485
Alcaligenes faecalis BAM 604, DSM 6174, ATCC 35655
Escherichia coli * BAM 605, DSM 787, ATCC 11229
Providencia rettgeri BAM 488, NCIMB 10842
Pseudomonas aeruginosa BAM 489, DSM 939, ATCC 15442
Pseudomonas putida BAM 644, DSM 2917, ATCC 12633
Pseudomonas stutzeri * BAM 607, DSM 51907, ATCC 17588
Serratia marcescens BAM 491

*: Risikogruppe 1, alle anderen gelisteten Bakterien gehdren zur Risikogruppe 2.
Der Stamm A. hydrophila wurde nach Erfassung neuer Daten in Aeromonas sobria umbenannt.

Tabelle 4: Hefestamme
Candida boidinii BAM 649
Yarrowia lipolytica BAM 641, BIO 11-0335
Candida valida BAM 643
Rhodotorula mucilaginosa BAM 28, IMI 358541
Saccharomyces cerevisae BAM 128, DSM 13622, IMI 358542
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Tabelle 5: Schimmelpilzstdmme
Aspergillus oryzae BAM 613, NBRC 100959
Geotrichum candidum BAM 639, DSM 13629, IM| 359544
Paecilomyces variotii * BAM 19, DSM 1961, ATCC 18502
Penicillium janthinellum Biourge | BAM 25, DSM 1945

*: Risikogruppe 2, alle anderen gelisteten Pilze gehdren zur Risikogruppe 1.

4.3 Nahrmedien

Flir die Versuche mit Bakterien wurde CASO-Medium verwendet. Dieses setzte sich aus 1,5 % Pepton
aus Casein, 1,5 % Pepton aus Soja, 0,5 % Natriumchlorid und 1,5 % Agar zusammen. Der pH lag bei 7,3
* 0,2. Die Versuche mit Hefe- und Schimmelpilzen wurden mit PDA-Medium durchgefiihrt. Dieses Me-
dium setzte sich aus 0,4 % Kartoffel-Infus, 2 % Glucose und 1,5 % Agar zusammen. Der pH lag bei 5,6
0,2. Um ein unerwiinschtes Wachstum von Bakterien zu unterdriicken, wurde dem PDA-Nihrmedium
Chloramphenicol in einer finalen Konzentration von 30 pg/ml zugegeben.

4.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Flir die mikroskopische Zahlung von Bakterien wurde eine Thoma - Zdhlkammer mit einer Kammer-
tiefe von 0,02 mm verwendet, fiir die Zdhlung von Hefen und Pilzsporen eine Thoma - Kammer mit ei-
ner Tiefe von 0,1 mm.

Die Zellzahl pro ml unverdiinnter Mikroorganismensuspension berechnet sich nach folgender Formel:

Bakterien:
Y gezihlte Zellen * Verdiinnungsfaktor = 2 * 107

Zellzahl/ml =
ellzahl/m Y ausgezihlten Kleinquadrate

Hefe- und Schimmelpilze:

Y gezihlte Zellen * Verdiinnungsfaktor = 4 = 10°

Zellzahl/ml] =
ellzahl/m Zahl der ausgezahlten Kleinquadrate

4.5 Herstellung der Impfsuspension
4.5.1 Bakterien

Zur Herstellung von Impfsuspensionen wurden die Bakterien von einer Dauerkultur (Kryokultur) auf
Nahragarplatten ausgestrichen und fiir 18 - 24 h bei 30 °C + 2 °C inkubiert. Anschliefend wurden die
Bakterien von diesen Platten auf frische Nahragarplatten tiberimpft (2. Subkultur), fiir weitere 18 - 24
Stunden bei 30 °C £ 2 °C inkubiert und fiir die Herstellung der Impfsuspension verwendet. Von jedem
Bakterienstamm wurden getrennte Suspensionen hergestellt, indem die bewachsene Oberflache der
Nahragarplatte mit einer sterilen Verdiinnungslosung (physiologische Kochsalzlésung) benetzt und
der Bewuchs vorsichtig mit einem sterilen Wattestab abgewaschen wurde. Die Anzahl der Organismen
in jeder Suspension wurde mittels einer Thoma-Zahlkammer ermittelt (siehe 4.4). Zur Herstellung der
Mischsuspension wurden die einzelnen Bakteriensuspensionen gemischt und auf eine finale Zellzahl
von 1*109 KBE/ml eingestellt. Die eingestellte Zellzahl der Mischsuspension wurde durch ausplattie-
ren einer geeigneten Verdiinnungsstufe kontrolliert.
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4.5.2 Hefen

Zur Herstellung von Impfsuspensionen wurden die Hefen von einer Dauerkultur (Kryokultur) auf
Nahragarplatten ausgestrichen und fiir 18 - 24 h bei 30 °C + 2 °C inkubiert. Anschliefend wurden die
Hefen von diesen Platten auf frische Nahragarplatten tiberimpft (2. Subkultur), fiir 18 - 24 h bei 30 °C +
2 °C inkubiert und fiir die Herstellung der Impfsuspension verwendet. Von jedem Hefestamm wurden
getrennte Suspensionen hergestellt, indem die bewachsene Oberflache der Ndhragarplatte mit einer
sterilen Verdiinnungslosung (physiologische Kochsalzlosung) benetzt und der Bewuchs vorsichtig mit
einem sterilen Wattestab abgewaschen wurde. Die Anzahl der Organismen in jeder Suspension wurde
mittels einer Thoma-Zahlkammer ermittelt (siehe 4.4). Zur Herstellung der Mischsuspension wurden
die einzelnen Hefesuspensionen gemischt und auf eine finale Zellzahl von 1*108 KBE/ml eingestellt.
Die eingestellte Zellzahl der Mischsuspension wurde durch ausplattieren einer geeigneten Verdiin-
nungsstufe kontrolliert.

4.6 Herstellung der Sporensuspension

Zur Herstellung der Sporensuspension wurden die Schimmelpilze ca. 14 Tage vor Ansatz des Ge-
brauchtauglichkeitstests auf Nahragarplatten iiberimpft. Unter sterilen Bedingungen wurden Reagenz-
glaser mit 10 ml Benetzungsmittel-Losung (Tween 80) gefiillt und ein Wattestab mit dieser Losung
befeuchtet. Das Sporenmaterial wurde anschliefdend mit dem Wattestab von der Nahragarplatte abge-
strichen und durch Reiben an der Reagenzglaswand in die befiillten Reagenzglaser tiberfiihrt. Der ge-
samte Ansatz wurde durchmischt und anschliefdend durch eine Filternutsche in einen Zentrifugenbe-
cher gegossen. Fiir jeden Pilz wurde eine separate Filternutsche sowie ein separater Zentrifugenbe-
cher verwendet. Die Suspensionen wurden fiir 10 Minuten bei 3 000 U/min und Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend vorsichtig abgenommen. Der Bodensatz wurde mit 10
ml sterilem, demineralisiertem Wasser gewaschen und erneut fiir 10 Minuten bei 3 000 U/min und
Raumtemperatur zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, so dass die Sporen insge-
samt dreimal gewaschen wurden. Der Bodensatz wurde in 3-5 ml sterilem, demineralisiertem Wasser
aufgenommen und die Konzentration der Sporen mit einer Thoma- Zdhlkammer bestimmt (siehe 4.4).
Die vorbereitete Sporensuspension wurde bis zum Gebrauch im Kiihlschrank aufbewahrt. Zur Herstel-
lung der Mischsuspension wurden die einzelnen Sporensuspensionen gemischt und final auf 1*106
Sporen/ml eingestellt.

4.7 Bestimmung des MIT und BIT Gehalts

4.7.1 Dispersionsfarben

Die Bestimmung des MIT und BIT Gehalts erfolgte mittels Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie. Dazu wurde 1 g der Probe mit 10 ml Methanol unter Riithren fiir 30 min extrahiert. Anschlie-
3end wurde 1 ml dieser Losung bei 14 000 U/min und 4 °C fiir 40 min zentrifugiert. Die Analyse er-
folgte mittels Agilent 1290 Infinity System mit DAD. Hierzu wurde 1 pl der Probe auf einer H12Poro-
schell 120 EC-C18 Saule (100 cm*4,6 cm, 2,7 um) mit Vorsaule bei einer Flussrate von 0,75 ml/min
und Acetonitril/Wasser (Tabelle 6) als Laufmittel bei 40 °C getrennt. Zur Detektion wurde ein DAD bei
280 nm (MIT) und 320 nm (BIT) verwendet. Je Ansatz wurden fiinf Parallelproben verwendet.

Tabelle 6: Acetonitril/Wassergradient
Zeit [min] Acetonitril [%] Wasser [%]
0 10 90
1 10 90
5 90 10
6 90 10
6,2 10 90
8 10 90
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4.7.2 Dispersionsklebstoffe

Die Bestimmung des MIT und BIT Gehalts erfolgte mittels Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie. Dazu wurde 1 g der Probe mit 10 ml eines Losungsmittelgemisches (H20/ACN/H2S04, 7:2:1)
unter Riihren fiir 30 min extrahiert und folgend fiir 15 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Anschlie-
3end wurde 1 ml dieser Losung bei 14000 U/min und 4 °C fiir 40 min zentrifugiert und der Ansatz
durch einen Filter aus regenerierter Cellulose mit einem Porendurchmesser von 0,2 pm filtriert.

Die Analyse erfolgte mittels Agilent 1290 Infinity System mit DAD. Hierzu wurde 1 pL der Probe auf
einer H12Poroschell 120 EC-C18 Saule (100 cm*4,6 cm, 2,7 um) mit Vorsaule bei einer Flussrate von
0,75 ml/min und Acetonitril/Wasser als Laufmittel bei 40 °C getrennt. Zur Detektion wurde ein DAD bei
280 nm (MIT) und 320 nm (BIT) verwendet.

4.8 Gebrauchstauglichkeitstest

Der Gebrauchstauglichkeitstest wurde nach der z.Zt. gtiltigen Vorschrift der Checkliste zur stofflichen
Bewertung im Rahmen des Aufnahmeverfahrens fiir weitere Topfkonservierer gemafd des Anhangs 1
zur Vergabegrundlage RAL-UZ102 ,Emissionsarme Innenwandfarben” durchgefiihrt. Das Prinzip die-
ses Tests beruht auf der wiederkehrenden Belastung eines Produkts (z.B. Farbe, Klebstoff) durch Bei-
mpfung mit einer hohen Konzentration von Mikroorganismen (Pilzsporen, Hefen oder Bakterien) in
einwdchigen Intervallen. Vor jeder neuen Beimpfung wird ein Aliquot des Produkts entnommen, um
den Gehalt an koloniebildenden Einheiten auf einem kiinstlichen Nahrmedium zu bestimmen. Bei Ver-
suchen mit Schimmelpilzen wurde die Sporensuspension auf die Oberflache des Produktes gegeben
und durch vorsichtiges Schwenken der Probe auf der Oberflache verteilt. Da das Wachstum in diesem
Fall nicht tiber eine Keimzahlbestimmung erfolgen kann, wurde die Auswertung rein visuell vorge-
nommen. Der Versuchsablaufist in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: Belastungstest mit Schimmelpilzsporen

Zugabe zur 6 Wochen

Dispersionsfarbe 30 °C
- -

Sporensuspension
(1*108Zellen/ml)

Im Rahmen des Vorhabens wurden dabei folgende Veranderungen bei der Durchfiihrung vorgeschla-
gen:
e Beriticksichtigung einer kiinstlichen Alterung durch erhohte Temperatur

e Herabsetzen der Inokulationszyklen von sechs auf drei unter Beibehaltung der sehr hohen
Keimbelastung

e Einfithren des Tests fiir Hefe- und Schimmelpilze, wobei diese getrennt voneinander betrach-
tet werden miissen, da es sich bei Schimmelpilzen um ein Oberflachenproblem handelt

e (Quantitative Bestimmung der KBE/ml bei jedem Inokulationszyklus
e Einfiihren eines pass/fail Kriteriums und einer Validitatsprifung
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Die Untersuchungen, die zu den Anderungsvorschligen fiihren, sind im Kapitel 5 dargestellt. Die An-
weisung zur Durchfiihrung des tiberarbeiteten Gebrauchstauglichkeitstests befindet sich im Anhang
(Anhang 8.1-8.3).

4.9 Molekularbiologische Methoden
4.9.1 Praparation chromosomaler DNA

Die Priparation chromosomaler DNA aus P. aeruginosa erfolgte mit dem Soil DNA Isolation Plus Kit
der Firma Norgen Biotek Corp. nach Angaben des Herstellers. Zur Bestimmung der DNA-Konzentra-
tion wurde die Absorption der Losung bei einer Wellenldnge von 260 nm in einem Spektralphotome-
ter (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) gemessen. Fiir die Bestimmung des Reinheitsgrades wurde
das Verhaltnis des Absorptionskoeffizienten bei 260 zu 280 nm ermittelt. Bei einem Quotienten von
1,8 bis 2,0 lagen reine DNA-Praparationen vor.

4.9.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurden ausgewdhlte DNA-Bereiche in vitro amplifiziert. Als
Matrize diente hierbei chromosomale DNA aus und P. aeruginosa (BAM 60). Die Amplifikationen er-
folgten im Mastercycler epgradient S der Firma Eppendorf. Zur Amplifikation eines 16 S DNA-Ab-
schnittes kamen folgende universelle Primer zum Einsatz:

Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5 - 39)
27f AGA GTT TGATCCTGG CTC AG
1492r GTTTACCTTGTTACGACTT

Fiir den PCR-Ansatz wurde genomische DNA mit 200 uM dNTP-Mix, 100 pmol forward Primer, sowie
100 pmol reverse Primer, 2,5 U Taq-Polymerase in PCR-Puffer gemischt.

Die Amplifizierung erfolgte nach folgendem Protokoll:

Denaturierung der DNA 3 min 94°C

Denaturierung der DNA 30s 94°C <+—
Annealing 30s 52°C 35 Zyklen
Elongation 1 min 72°C —
Abschluss Elongation 5 min 72°C

Kiihlen 4°C

4.9.2.1 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Die Durchfithrung der qPCR erfolgte in einem MX3005PTM Gerat der Firma Stratagene. Unter Verwen-
dung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green wurde die Zunahme des PCR Produkts verfolgt. Zur Ampli-
fikation des 16S DNA-Abschnittes kamen folgende universelle Primer zum Einsatz:

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide gPCR

Bezeichnung Sequenz (5 = 3Y)
27f AGA GTT TGATCC TGG CTC AG
338r GCT GCC TCC CGT AGG AGT
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Fiir einen 10pl PCR-Ansatz wurde 1 pl genomische DNA mit jeweils 1 pl Primer (forward und reverse je
10 pmol), 5 ul iTaq universal SYBR Green supermix BioRad (2x) in 2 pl nukleasefreiem Wasser gemischt.

Tabelle 9: Temperaturprofil gPCR
Phase Dauer Temperatur
1x Initialdenaturierung 2min | 95°C
Denaturierung 15s 95°C
40x Primer-Anlagerung / 15s 60°C
Elongation

Schmelzkurve

1x Denaturierung 1 min | 95°C
1x SYBR Green Anlagerung | 30s 55°C
1x Denaturierung 30s 95°C

4.9.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische Auftrennung von DNA erfolgte mittels horizontaler Elektrophorese in 1%-igen Agaro-
segelen in 1x TBE-Puffer (10x Stock: 900 mM Tris, 900 mM Borsaure, 25 mM EDTA; pH 8,2-8,3). Die
Proben wurde mit 6x Ladepuffer (10 mM Tris-HCL (pH 7,6), 0,03 % Bromphenolblau, 0,03 % Xy-
lencyanol FF, 60 % Glycerin, 60 mM EDTA) versetzt. Als GrofRenstandard diente eine kB-DNA Leiter
der Firma Thermo Fisher Scientific. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 80 V durchge-
fiihrt. Zur Sichtbarmachung der DNA wurden die Gele fiir 30 Minuten in einer GelRed Losung gefarbt
und anschlieffend mit Wasser gewaschen. Das Ergebnis wurde mittels Kamera dokumentiert.

5 Ergebnisse

5.1 Revision des Gebrauchstauglichkeitstests

Im Rahmen des Vorhabens erfolgte die Uberarbeitung der zurzeit giiltigen Priifmethode zur Ge-
brauchstauglichkeit von Topfkonservierern in Gebinden anhand weifder Innenraumdispersionsfarbe.
Hierzu wurden Farben mit unterschiedlichen Bindemitteln und Konservierungsmitteln eingesetzt. Der
Belastungstest wurde mit den laut RAL-UZ 12a gelisteten Mikroorganismen (E. coli, P. aeruginosa, P.
putida, P. stutzeri, A. faecalis) durchgefiihrt, welche laut Vertretern der betroffenen Industrie das
Spektrum an moglichen Bakterien in Farben gut widerspiegeln. Des Weiteren wurden auch Hefe- und
Schimmelpilze bei dem Testverfahren berticksichtigt.

5.1.1 Weile Innenraumdispersionsfarbe mit Polyvinylacetat-Ethylen als Bindemittel

Die Dispersionsfarben, die in dem Testverfahren verwendet wurden, enthielten zwei verschiedene
Konzentrationen an Polyvinylacetat-Ethylen als Bindemittel (8,8 % und 28,8 %) und waren mit einer
Konservierungsmittelkombination aus MIT und BIT (je 100 ppm) versehen (Tabelle 1).

5.1.1.1 Bakterien

Die Farbproben wurden in wochentlichem Abstand sechsmal 1 %-ig mit einer Bakteriensuspension
beimpft und anschliefdend bei 30 * 2 °C gelagert. Die Suspension enthielt die Priiforganismen in einer
Konzentration von 1 * 109 KBE/ml (kolonienbildende Einheit/Milliliter). Dies fiihrte zu einem Keim-
gehalt von 1 * 107 KBE/ml in der beimpften Farbe. Die Lebendzellzahl wurde wochentlich durch Be-
stimmung der KBE/ml ermittelt.
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Wie in dem bestehenden Test vorgesehen, wurden die Proben, bei denen ein Wachstum vorlag, im
weiteren Verlauf nicht weiter berticksichtigt, wahrend Proben, die kein Wachstum zeigten, bis zu 6
Mal beimpft wurden. Maximal lagen folglich 6 * 107 KBE/ml in der Farbe vor, die nur durch Beimpfung
der Farbe zugesetzt worden waren. Das Ergebnis ist in Abbildung 3 dargestellt. Wie Abbildung 3 zu
entnehmen ist, wurde lediglich im Falle der Farbe 1 (Konservierungsmitteleintrag ausschlieflich {iber
die Rohstoffe, Bindemittelgehalt 8,8 %) ein deutliches Wachstum der Bakterien in der Farbe verzeich-
net. Bei Farbe 2 (Konservierungsmitteleintrag ausschliefslich iiber die Rohstoffe, Bindemittelgehalt
28,8 %) wurde erst nach zwei Wochen ein Wachstum von Bakterien beobachtet. Ab einem Testzeit-
raum von vier Wochen wuchsen bei Mischung 1 Kolonien auf den Nahragarplatten, deren Anzahl {iber
die nachsten zwei Wochen weiterhin zunahm. Bis zum Versuchsende wurde bei Mischung 1 jedoch
kein Wachstum beobachtet; die Zellzahl lag stets unterhalb der Zellzahl des Inokulums (3,34*106
KBE/ml nach sechs Wochen). Farbe 3, Farbe 4 und Mischung 2 zeigten iiber den gesamten Testzeit-
raum kein Wachstum oder Uberleben von Bakterien.

Abbildung 3: Belastungstest mit Bakterien in VA/E-haltiger Farbe

Bestimmung der kolonienbildenden Einheit

Bindemittel Vinylacetat/Ethylen
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Quelle: BAM
Kiinstliche Alterung

Bei der zurzeit giiltigen Priifmethodik zur Vergabe des Blauen Engels wird vor dem biologischen Be-
lastungstest keine kiinstliche Alterung an dem konservierten Produkt vorgenommen. Im Rahmen des
Projektes wurde die Besiedelbarkeit der Produkte durch Mikroorganismen unter Einbeziehung einer
kuinstlichen, zeitraffenden Alterung tiberpriift. Dazu wurden die Proben zundchst fiir vier Wochen bei
40 °C gelagert und folgend dem Belastungstest unterzogen. Zur Uberpriifung des Wachstumsverlaufs
wurden in diesem Testzyklus alle Proben unabhangig von bakteriellem Wachstum iiber einen Zeit-
raum von sechs Wochen mitgefiihrt (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Belastungstest mit Bakterien in VA/E-haltiger Farbe nach kinstlicher Alterung (*)

Bestimmung der koloniebildenden Einheit nach Alterung
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Quelle: BAM

Nach der kiinstlichen Alterung wurde lediglich ein Wachstum von Bakterien bei Farbe 1 beobachtet.
Verglichen mit dem vorherigen Test erfolgte das Wachstum um eine Woche verzogert. Bei allen ande-
ren Proben wurde iiber den gesamten Versuchszeitraum von sechs Wochen trotz sechsmaliger Beimp-
fung kein Wachstum von Bakterien oder das Auftreten von Kolonien verzeichnet.

Analyse der Biozidkonzentration

Mittels Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (UHPLC) wurde die Konzentration an MIT
und BIT in der Innenraumdispersionsfarbe nach Lieferung der Farben bestimmt. Zur Uberpriifung ei-
nes moglichen Einflusses der kiinstlichen Alterung auf den Gehalt an MIT und BIT wurde auch nach
der Inkubation der Proben fiir vier Wochen bei 40 °C der Biozidgehalt in den konservierten Proben
bestimmt. Des Weiteren erfolgte eine Messung aller Proben nach Abschluss des Belastungstests (Ta-
bellen 10 und 11).
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Tabelle 10: MIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakte-
rien

MIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
(4 Wochen 40 °C) test (unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 9,51+0,71 nb 0,00+ 0,00 7,57+0,13

2 24,07 £ 0,64 nb 19,61+ 0,45 20,83 10,21

3 85,52+ 0,38 78,81+ 1,64 73,67 +1,30 78,95+0,7

4 88,70 + 3,28 79,74 + 1,03 71,33 +5,28 72,45 + 6,23

Mischung 1 45,42 +0,43 nb 40,96 £ 7,00 40,71 £ 8,50

Mischung 2 49,37 +5,30 nb 44,63 + 2,58 51,63 +1,06

nb: nicht bestimmt

Tabelle 11: BIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakte-
rien

BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
(4 Wochen 40 °C) test (unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 6,24 + 0,36 nb 0,00 + 0,00 0,82+0,10

2 18,21+ 0,6 nb 3,55+0,38 3,71+0,22

3 77,03 +1,31 55,43 +1,36 40,52+2,4 44,14 + 0,81

4 75,29 + 3,30 39,61+1,17 21,33 +2,07 25,50 + 3,09

Mischung 1 37,02+0,48 nb 1595+2,5 18,26 + 3,93

Mischung 2 35,85+ 5,07 nb 10,81 +1,21 13,00+1,12

nb: nicht bestimmt

Nach einer Inkubation der Proben fiir vier Wochen bei 40 °C wurde eine Abnahme in dem Gehalt an
MIT und BIT nachgewiesen, wobei fiir BIT eine deutlich starkere Abnahme verzeichnet wurde. Insge-
samt wurde ein Einfluss der kiinstlichen Alterung sowohl auf den Biozidgehalt als auch auf das Wachs-
tum von Bakterien gezeigt. Hinsichtlich des Biozidgehalts wurde in Abhdngigkeit von der Belastung
durch Bakterien keine deutliche Veranderung beobachtet.

5.1.1.2 Hefen

Zurzeit priift der biologische Gebrauchstauglichkeitstest nur mit Bakterien; Schimmel- und Hefepilze
werden nicht beriicksichtigt. Gespriache mit den Industrievertretern zeigten jedoch, dass verschiedene
Umwelthefearten, z.B. aus der Gattung Candida, mit im Fokus der Betriebshygiene stehen. In Folge
dessen wurde beschlossen, Hefen als wichtige Priiforganismen fiir den Belastungstest mit einzubezie-
hen (Tabelle 4). Analog zum vorherigen Test mit Bakterien wurden zwei Farbmischungen hergestellt,
die eine reduzierte Biozidkonzentration aufwiesen: Mischung 1 wurde durch Mischen der Farbe 1 und
Farbe 3 im Verhaltnis 1:1 hergestellt, Mischung 2 durch Mischen der Farbe 2 und Farbe 4 im Verhalt-
nis 1:1. Die Innenraumdispersionsfarbe wurde in wéchentlichem Abstand sechsmal 1 %-ig mit einer
Hefesuspension beimpft. Die Suspension enthielt die Priiforganismen in einer Konzentration von
1*108 KBE/ml. AnschliefRend wurden die Proben bei 30 + 2 °C gelagert und die Lebendzellzahl wo6-
chentlich durch Bestimmung der KBE ermittelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Belastungstest mit Hefen in VA/E-haltiger Farbe
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Quelle: BAM

Wie in Abbildung 5 zu erkennen ist, wuchsen die Hefen ausschliefilich in den Farben, bei denen der
Eintrag an Konservierungsmitteln ausschlief3lich iiber die Rohstoffe erfolgte. Bei Farbe 1 wurde nach
zwei Wochen ein Maximum im Wachstum verzeichnet. Anschliefdend nahm die Zellzahl tiber den ge-
samten Versuchszeitraum ab. Im Falle der Farbe 2 wurde ein kontinuierliches Wachstum {iber die Zeit
beobachtet, wobei nach 4 bis 5 Wochen das Maximum erreicht wurde. Anschlieffend wurde auch hier
eine Abnahme in der Zellzahl beobachtet. Bei den Mischungen wurden in beiden Fallen Kolonien nach-
gewiesen. Zu keinem Zeitpunkt lag jedoch ein Wachstum vor; die Zellzahl lag immer unter der Zellzahl
des Inokulums (in Mischung 1: 6,6*104 KBE/ml], in Mischung 2: 1,9*105 KBE/ml nach sechs Wochen
Belastungstest). Bei den konservierten Proben (Farbe 3 und 4) hingegen wurde weder ein Wachstum
der Hefen noch das Auftreten von Kolonien verzeichnet.

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde vor und nach Abschluss des Belastungstests die Konzentration von MIT und
BIT in der Innenraumdispersionsfarbe bestimmt (Tabellen 12 und 13).
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Tabelle 12:

MIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Hefen

MIT

Ausgangswert

nach Belastungs-
test

Kontrollen

(unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 0,75 +0,08 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

2 22,14 + 0,03 0,00 + 0,00 21,50 £ 0,27

3 75,98 + 0,12 71,81+1,47 76,47 + 1,00

4 77,86 = 0,05 70,75 £ 0,96 75,69 + 1,40

Mischung 1 56,52 +0,16 0,39+0,15 0,64 +0,11

Mischung 2 64,59 + 0,83 0,00 £ 0,00 43,27 +1,93

Tabelle 13: BIT-Gehalt in VA/E-haltiger nach Belastungstest mit Hefen

BIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 2,52 +0,07 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

2 12,58 £ 0,06 1,99+0,121 6,87 £0,17

3 53,59 + 0,08 45,02 + 0,676 45,40 £ 0,323

4 48,44 + 0,05 34,64+ 0,880 35,79 +£0,88

Mischung 1 41,03 +0,04 12,71 + 6,876 9,01+1,61

Mischung 2 36,19 £ 0,29 1,69 + 0,303 16,46 £ 0,73

Bei Farbe 2 und Mischung 2 wurde eine deutliche Veranderung des Biozidgehalts in Abhdngigkeit von
der Belastung durch Hefen beobachtet. Dies lasst vermuten, dass die Biozide durch die Hefen abgebaut
wurden. In den konservierten Farben 3 und 4 konnte keinerlei Beeinflussung des Biozidgehalts durch
die Hefen gezeigt werden. In diesen Fillen war die Konzentration an Konservierungsmittel vermutlich
zu hoch, so dass die Hefen bereits abgetotet wurden, bevor ein Abbau von MIT und BIT durch diese
stattfinden konnte.

Kiinstliche Alterung

Flr die kiinstliche Alterung wurden die Proben zunichst fiir vier Wochen bei 40 °C gelagert. Anschlie-
Bend wurde der Belastungstest mit Hefen durchgefiihrt. Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, wuchsen
die Hefen auch nach der kiinstlichen Alterung in den Farben 1 und 2, bei denen der Konservierungs-
mitteleintrag ausschlieflich liber die Rohstoffe erfolgte. Farbe 1, mit einem Bindemittelgehalt von 8,8
%, zeigte ein maximales Wachstum nach einer Woche, wohingegen fiir die Farbe mit einem Bindemit-
telgehalt von 28,8 % (Farbe 2) die hochste Zellzahl nach drei Wochen bestimmt wurde. Vergleicht man
die Daten mit den ungealterten Proben, wurde das maximale Wachstum bei beiden Farben eine Woche
frither erreicht, wenngleich das Wachstum insgesamt schwacher ausfiel als bei den Proben, die keiner
Alterung unterzogen wurden.

40




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Abbildung 6: Belastungstest Farbe 1 und Farbe 2 mit Hefen in VA/E-haltiger Farbe nach kiinstlicher Al-
terung (*)
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Quelle: BAM

Ein dhnliches Bild zeigt sich auch fiir die Mischungen (Abbildung 7). Bei Mischung 1 wurden auch nach
der kiinstlichen Alterung Kolonien nachgewiesen, jedoch war die Keimzahl etwas geringer als bei der
nicht gealterten Probe (2,3*104 KBE/ml nach sechs Wochen Belastungstest). Insgesamt lag die Zellzahl
bei Mischung 1 immer unter der Zellzahl des Inokulums, so dass bei dieser Probe kein Wachstum vor-
lag. Bei Mischung 2 hingegen wurden nach der kiinstlichen Alterung keine Kolonien mehr nachgewie-
sen. Die gealterte Mischung 2 zeigte bereits kurz nach der Beimpfung mit Hefekeimen (Woche 0) und
der direkt darauffolgenden Entnahme eines Aliquots aus der Mischung 2 zur Bestimmung der Wieder-
findung eine Hefe abtdtenden Wirkung.
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Abbildung 7: Belastungstest Mischung 1 und Mischung 2 mit Hefen in VA/E-haltiger Farbe nach kinst-

licher Alterung (*)
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Analyse der Biozidkonzentration

Der Gehalt an MIT und BIT in den Proben wurde vor und nach der kiinstlichen Alterung sowie nach
Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabellen 14 und 15).

Tabelle 14: MIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Hefen
MIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 1,8 +0,02 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2 22,11 +0,17 21,32 £0,07 0,00 + 0,00 20,28 £ 0,26
3 77,45+ 0,62 76,84 +0,83 74,56 £ 0,32 75,58 +1,78
4 74,49 + 1,23 72,72 0,49 68,69 2,27 73,07 £0,82
Mischung 1 38,65+0,13 37,25+2,81 0,18 + 0,06 37,52 14,48
Mischung 2 54,15 + 0,64 50,45 + 1,05 41,05 + 3,50 50,03 £ 0,29
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Tabelle 15: BIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach kunstlicher Alterung und Belastungstest mit Hefen

BIT Ausgangswert Kontrollen

nach Alterung

nach Belastungs-

test

(unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 2,77 £ 0,02 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

2 11,07 £0,01 6,85 + 0,246 0,00 + 0,00 4,02 +0,37

3 48,14 + 0,14 43,63 + 0,64 40,47 +1,09 39,94 +1,32

4 40,52 + 0,35 34,10+ 0,61 26,77 £ 1,37 28,26 £ 0,68
Mischung 1 24,85 + 0,08 21,31 +1,64 3,25+0,58 17,62 +2,12
Mischung 2 29,35 10,26 22,27 £ 0,45 13,41 +1,63 16,47 £+ 0,11

Insgesamt wurde ein Einfluss der kiinstlichen Alterung sowohl auf den Biozidgehalt der Farben als
auch auf das Wachstum von Hefen gezeigt. Bei Farbe 2 und den beiden Mischungen wurde eine deutli-
che Veranderung des Biozidgehalts in Abhdngigkeit von der Belastung durch Hefen beobachtet. Wie
bei den ungealterten Proben war bei Farbe 3 und Farbe 4 keine Verdnderung im Biozidgehalt nach
dem Belastungstest zu verzeichnen. Bei Farbe 1, bei der das Konservierungsmittel nur durch das Bin-
demittel eingetragen wurde, war nach der Alterung weder MIT noch BIT nachweisbar.

5.1.1.3 Schimmelpilze

Schimmelpilze entwickeln sich vor allem an der Oberfldche von Dispersionsfarben oder an den Seiten-
wanden des Gebindes, wenn diese nur geringfiigig mit Farbe benetzt sind. Daher wurde bei den Ver-
suchen die Sporensuspension lediglich auf die Oberflache des Produktes gegeben und nicht mit der
Farbe vermischt. Die Innenraumdispersionsfarbe wurde in wochentlichem Abstand sechsmal 1 %-ig
mit der Sporensuspension inokuliert. Die Suspension wurde auf eine Konzentration von 1 x 10¢
Sporen/ml eingestellt und durch vorsichtiges Schwenken der Probe auf der Oberflache verteilt. An-
schliefdend wurden die Proben bei 30 + 2 °C gelagert. Da das Wachstum in diesem Fall nicht {iber eine
Keimzahlbestimmung erfolgen kann, wurde die Auswertung rein visuell vorgenommen. Zur Vitalitats-
kontrolle der Schimmelpilze wurde die Sporensuspension auf Nahragarplatten ausgestrichen und die
Platten fiir maximal 7 Tage bei 30 * 2 °C bebriitet. Wie bei den Versuchen mit Bakterien und Hefen be-
schrieben, wurden die Versuche mit den Schimmelpilzen auch mit kiinstlich gealterten Proben durch-
gefiihrt. Uber den gesamten Versuchszeitraum von sechs Wochen wurde lediglich in der Farbe mit ei-
nem hohen Bindemittelgehalt (Farbe 2, Eintrag an Konservierungsmitteln ausschliefdlich iiber die Roh-
stoffe) das Wachstum von Schimmelpilzen nach der kiinstlichen Alterung beobachtet (Abbildung 8).
Alle anderen Proben (gealtert und ungealtert) zeigten wahrend des gesamten Versuchszeitraums
keine Ausbildung von Schimmel.

Abbildung 8: Farbe 2 nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schimmelsporen im Priifge-
binde (Offnungsdurchmesser 62 mm)

43




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor Versuchsbeginn und nach Abschluss des Belas-
tungstests bestimmt (Tabellen 16 und 17).

Tabelle 16:

MIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Schimmelpilzsporen

MIT

Farbe

1

2

3

4

Mischung 1
Mischung 2

Tabelle 17:

Ausgangswert

Gehalt [mg/kg]
0,75 +0,08
22,14 + 0,03
75,98 + 0,12
77,86 + 0,05
56,52 £ 0,16
64,59 + 0,83

nach Belastungs-
test

Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
20,51 +0,38
74,15 + 2,89
70,14 +1,88
0,453 +0,47
43,63 + 2,95

Kontrollen

(unbeimpft)

Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
21,50 £ 0,27
76,47 £ 1,00
75,69 + 1,40
0,64+0,11
43,27 +1,93

BIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Schimmelpilzsporen

BIT

Farbe

1

2

3

4

Mischung 1
Mischung 2

Ausgangswert

Gehalt [mg/kg]
2,52 +0,07
12,58 £ 0,06
53,59 + 0,08
48,44 + 0,05
41,03 £ 0,04
36,20+ 0,25

nach Belastungs-
test

Gehalt [mg/kg]
0,00 £ 0,00
6,99 £0,13
46,67 + 2,14
35,61+1,19
9,16 £1,59
17,27 £1,75

Kontrollen

(unbeimpft)

Gehalt [mg/kg]
0,00 £ 0,00
6,87 £0,18
45,41 + 0,32
35,79 £ 0,89
9,01+1,62
16,46 + 0,74

Nach Abschluss des Belastungstests wurde keine Verdnderung des Biozidgehalts in Abhangigkeit von
der Belastung durch Schimmelpilze beobachtet.

Analyse der Biozidkonzentration nach Kiinstlicher Alterung

Tabelle 18:

MIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schim-

melpilzsporen

Ausgangswert

nach Alterung

nach Belastungs-

test

Kontrollen

4
Mischung 1
Mischung 2

Gehalt [mg/kg]
1,8 £0,02
22,11 +0,17
77,45+ 0,62
74,49 + 1,23
38,65+0,13
54,15 + 0,64

Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
21,32 £ 0,07
76,84 +0,83
72,72+ 0,49
37,25+2,81
50,45 + 1,05

Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
73,19+2,71
69,54 + 1,56
38,47 £4,61
43,30 + 4,68

(unbeimpft)
Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
20,27 £ 0,26
75,58+ 1,78
73,071 +£0,82
37,52 +4,48
50,03 +£0,29
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Tabelle 19: BIT-Gehalt in VA/E-haltiger Farbe nach kinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schim-
melpilzsporen

BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 2,77 £0,02 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00

2 11,07 £ 0,01 6,85+ 0,25 0,00 + 0,00 4,02 +0,37

3 48,14 +0,14 43,63 £ 0,65 41,04 £ 2,15 39,94 +1,32

4 40,52 + 0,35 34,10+ 0,61 27,41+ 1,43 28,26 + 0,68

Mischung 1 | 24,85 + 0,08 21,31+1,61 20,24+ 2,95 17,66 + 2,12

Mischung2 | 29,35+0,26 22,27 +0,45 14,70 + 2,25 16,47 + 0,11

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor dem Versuch, nach der kiinstlichen Alterung
und nach Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabellen 18 und 19). Es zeigte sich, dass durch Al-
terung der Dispersionsfarbe bei 40 °C iiber einen Zeitraum von vier Wochen eine leichte Abnahme in
der Konzentration von MIT und BIT erfolgte. Nach dem Versuchszeitraum von sechs Wochen wurde
keine wesentliche Veranderung des Biozidgehalts in Abhangigkeit von der Belastung durch Schimmel-
pilze beobachtet. Eine Ausnahme bildet hier Farbe 2, bei der nach Alterung und dem Belastungstest
weder MIT noch BIT nachweisbar war. Vermutlich wurde hier das Biozid durch die Schimmelpilze
vollstandig abgebaut, was sich auch in einem Wachstum der Schimmelpilze an der Oberflache von
Farbe 2 widerspiegelt (Abbildung 9).

5.1.2 Weille Innenraumdispersionsfarbe mit Reinacrylat als Bindemittel

Die Werksbegehungen und die Diskussionen mit den Industrievertretern zeigten, dass viele verschie-
dene Rezepturen fiir weile Wandfarben existieren. Fiir die Uberarbeitung der Methode des Blauen En-
gels wurde eine Farbe mit Polyvinylacetat-Ethylen als Bindemittel eingesetzt. Da in der Praxis haufig
Kunstharzdispersionen verwendet werden, wurde der Versuch auch mit einer Farbe durchgefiihrt, in
der Acrylharz als Bindemittel zum Einsatz kommt. Die Farben wurden aus der Industrie zur Verfiigung
gestellt und waren so angesetzt, dass sie sich in ihrer Zusammensatzung nur in der Art des Bindemit-
tels unterschieden. Auf diese Weise war es moglich, den Einfluss des Bindemittels auf die Durchfiihr-
barkeit und die Resultate der entwickelten Testmethode zu untersuchen.

Im vorherigen Versuchsablauf wurden die Proben sechsmalig mit einer sehr hohen Keimbelastung be-
impft (1*10° KBE/ml). Da diese hohe Keimbelastung bei entsprechender Werkshygiene als unwahr-
scheinlich angesehen werden kann, wurde entschieden, in den folgenden Versuchen die Farbproben
nur dreimalig mit einer Mikroorganismen- bzw. Sporensuspension zu beimpfen, wobei die hohe Zell-
zahl bzw. Sporenkonzentration beibehalten wurde. Die koloniebildenden Einheiten wurden nach jeder
Beimpfung und nach Abschluss des Gebrauchstauglichkeitstests bestimmt. Fiir die Versuche wurde
eine Dispersionsfarbe mit einem Bindemittelgehalt von 8,8 % Dispersion verwendet, da es sich hierbei
um ein handelsiibliches Muster handelt. Wie im vorherigen Versuch wurden Farbe 1 und 3 gemischt,
um eine Farbe mit einer mittleren Konservierungsmittelmenge zu erhalten.

5.1.2.1 Bakterien

Die Farbproben wurden in wochentlichem Abstand dreimal 1 %-ig mit einer Bakteriensuspension an-
geimpft und folgend bei 30 * 2 °C gelagert. Die Suspension enthielt die Priiforganismen in einer Kon-
zentration von 1 * 109 KBE/ml. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach jeder Inokulation und nach
Abschluss des Versuchs. Das Ergebnis des Belastungstests ist in Abbildung 9 dargestellt. Bei Farbe 1,
bei der der Konservierungsmitteleintrag ausschliefdlich liber die Rohstoffe erfolgte, wurde bereits
nach einer Woche ein deutliches Wachstum der Bakterien verzeichnet, welches tiber den gesamten
Versuchszeitraum weiter anstieg.
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Bei der konservierten Farbe 3 und der Mischung hingegen wurden iiber den gesamten Versuchszeit-
raum kein Wachstum der Bakterien oder ein Auftreten von Kolonien beobachtet.

Abbildung 9: Belastungstest mit Bakterien in RA-haltiger Farbe

Bestimmung der koloniebildenden Einheit
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Analyse der Biozidkonzentration

Quelle: BAM

Nach Abschluss des Belastungstests wurde keine Verdnderung des Biozidgehalts in Abhdngigkeit von
der Belastung durch Bakterien beobachtet (Tabellen 20 und 21).

Tabelle 20: MIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Bakterien
MIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 0,20+ 0,04 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
3 73,27 £ 0,64 73,25+ 1,45 76,02 + 3,99
Mischung 1 39,28 +0,42 37,97 £ 0,54 41,39+0,31
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Tabelle 21: BIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Bakterien

BIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen

test (unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

3 44,20+ 0,62 37,14 +1,69 40,28 + 3,35

Mischung 1 21,96 £ 0,36 17,22 £0,80 19,09 £ 0,22
Kiinstliche Alterung

Nach einer vierwdchigen Inkubation bei 40 °C wurden die Farben dem Belastungstest mit Bakterien
unterzogen. Wie anhand Abbildung 10 zu erkennen ist, hatte die kiinstliche Alterung einen Einfluss auf
das Wachstum der Bakterien. Wie zuvor wurde lediglich ein Wachstum bei Farbe 1 beobachtet, wel-
ches im Vergleich zu der ungealterten Farbe jedoch deutlich schwéacher ausfiel.

Abbildung 10: Belastungstest mit Bakterien in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung (*)

Bestimmung der koloniebildenden Einheit nach Alterung

Bindemittel Reinacrylat
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Quelle: BAM

Analyse der Biozidkonzentration nach Kkiinstlicher Alterun

Nach Abschluss der kiinstlichen Alterung und des Belastungstests wurde der Gehalt an MIT und BIT in
den Proben bestimmt (Tabellen 22 und 23).
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Tabelle 22:

MIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakterien

MIT

Ausgangswert

nach Alterung

nach Belastungs-
test

Kontrollen

(unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 4,58 + 0,085 0,058 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

3 74,22 £ 0,20 72,81 +0,69 70,94 +1,16 73,31+1,93

Mischung 1 38,61+0,18 39,06 £ 0,23 37,46 £2,28 41,79+ 0,98

Tabelle 23: BIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakterien

BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]

1 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00

3 50,34 + 0,52 43,86 + 0,58 35,76 £ 0,92 38,19 +1,45

Mischung 1 24,73 £ 0,09 20,16 £ 0,08 15,84 + 0,88 19,05 £ 0,66

Nach der kiinstlichen Alterung wurde eine leichte Abnahme in dem Gehalt an MIT und BIT verzeich-
net. Das Vorhandensein von Bakterien hatte dabei keinen Einfluss auf den Biozidgehalt.

5.1.2.2 Hefen

Fiir die Durchfiihrung des Belastungstests mit Hefen wurden Vertreter der Gattung Candida eingesetzt
(Tabelle 4). Die Innenraumdispersionsfarbe wurde in wochentlichem Abstand dreimal 1 %-ig mit ei-
ner Hefesuspension beimpft, welche die Priiforganismen in einer Konzentration von 1*108 KBE /ml
enthielt. Anschlieféend wurden die Proben bei 30 + 2 °C gelagert und die Lebendzellzahl ermittelt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 11 dargestellt.

Nach einer Woche wurde bei Farbe 1 das Auftreten von Kolonien beobachtet. Uber den gesamten Ver-
suchszeitraum von sechs Wochen lag jedoch kein Wachstum vor; die Zellzahl lag immer unter der Zell-
zahl des Inokulums (3,5*104 KBE/ml nach sechs Wochen Belastungstest). Wie erwartet wurde bei der
konservierten Probe (Farbe 3) weder ein Wachstum noch das Auftreten von Kolonien nachgewiesen.
Bei der Mischung waren zwischen den flinf Parallelproben deutliche Schwankungen hinsichtlich der
Besiedelbarkeit der Farbe durch die Hefen zu erkennen. Bei zwei Proben wurde nach sechs Wochen
die Ausbildung von Kolonien beobachtet, wohingegen die restlichen drei Proben keimfrei waren. Die-
ser Unterschied resultiert in einer sehr starken Standardabweichung wie es in Abbildung 11 zu erken-
nen ist.
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Abbildung 11:

Belastungstest mit Hefen in RA-haltiger Farbe
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Quelle: BAM

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor dem Versuch und nach Abschluss des Belas-
tungstests bestimmt (Tabellen 24 und 25).

Tabelle 24: MIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Hefen
MIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 +0,00
3 73,79 £ 0,55 72,13+1,88 74,66 + 2,82
Mischung 1 49,73 +0,40 14,13 + 14,56 50,65+ 0,67
Tabelle 25: BIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Hefen

BIT

Farbe
1
3

Mischung 1

Ausgangswert

Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
44,18 + 0,57
28,73 +0,16

nach Belastungs-
test

Gehalt [mg/kg]
0,00+ 0,00
37,35+0,99
8,99 + 5,46

Kontrollen
(unbeimpft)

Gehalt [mg/kg]
0,00 + 0,00
39,46 + 1,07
24,42 +0,18
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Nach Beendigung des Belastungstests wurde eine deutliche Abnahme in dem Gehalt an MIT und BIT in
Mischung 1 gemessen. Auch wenn in dieser Probe kein Wachstum stattgefunden hat ist es durchaus
denkbar, dass die iiberlebenden Hefen zu einem Konservierungsmittelabbau gefiihrt haben. Bei der
konservierten Farbe war kein Unterschied im Biozidgehalt in Abhadngigkeit von den Hefen zu erken-
nen.

Kiinstliche Alterung

Nach der kiinstlichen Alterung wurde in keiner der getesteten Farben ein Wachstum der Hefen beo-
bachtet. Lediglich bei Farbe 1 waren Kolonien nachweisbar, die Zellzahl lag jedoch zu jedem Zeitpunkt
unter der Inokulumstarke. Bei Mischung 1 konnte nach der kiinstlichen Alterung kein Auftreten von
Kolonien beobachtet werden (siehe Abbildung 12).

Abbildung 12: Belastungstest mit Hefen in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung (*)

Bestimmung der koloniebildenden Einheit nach Alterung

Bindemittel Reinacrylat
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Quelle: BAM

Analyse der Biozidkonzentration nach Kiinstlicher Alterung

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor Versuchsbeginn und nach Abschluss des Belas-
tungstests bestimmt (Tabellen 26 und 27).
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Tabelle 26:

MIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Hefen

MIT

Ausgangswert

nach Alterung

nach Belastungs-

Kontrollen

test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 1,75+ 0,06 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
3 72,66 +0,43 71,71 +1,45 71,91 +2,44 79,67 £6,26
Mischung 1 49,92 +1,100 50,12 +2,23 43,14 +5,24 48,03 + 7,48
Tabelle 27: BIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Hefen
BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
3 46,97 + 0,19 41,78 + 0,47 31,73 +0,89 40,71 + 2,57
Mischung1 | 31,83+ 1,04 28,04 + 1,45 18,54 + 2,32 21,53 +4,11

Wie den Tabellen 26 und 27 zu entnehmen ist, wurde kein Einfluss der kiinstlichen Alterung auf den
Gehalt an MIT und BIT beobachtet. Auch die Anwesenheit von Hefen hatte keinerlei Auswirkungen.

5.1.2.3 Schimmelpilze

Flr den Belastungstest mit Schimmelpilzen wurden die Farben in wéchentlichem Abstand dreimal
1%-ig mit einer Sporensuspension inokuliert, die auf eine Konzentration von 1 x 106 Sporen/ml einge-
stellt und durch vorsichtiges Schwenken der Probe auf der Oberfliche verteilt wurde. Anschlief3end
wurden die Proben bei 30 * 2 °C gelagert. Zu keinem Zeitpunkt wurde die Ausbildung von Schimmel
an der Oberflache der Farbproben nachgewiesen. Die Vitalitiat des Inokulums wurde durch Ausstrei-
chen der Sporensuspension auf Nahragarplatten bestatigt.

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor Versuchsbeginn und nach Abschluss des Belas-
tungstests bestimmt (Tabellen 28 und 29).

Tabelle 28: MIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Schimmelpilzsporen
MIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
3 73,79 £ 0,55 74,73 £2,92 74,66 + 2,82
Mischung 1 49,72 £ 0,40 29,42 + 4,35 50,65 + 0,67
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Tabelle 29:

BIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Schimmelpilzsporen

BIT

Ausgangswert

nach Belastungs-
test

Kontrollen

(unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

3 44,18 + 0,57 41,47 +1,51 39,46 + 1,07
Mischung 1 28,73 +0,16 15,82 + 2,57 24,42 +0,18

Nach Abschluss des Belastungstests wurde bei Mischung 1 eine deutliche Abnahme an MIT und BIT
nachgewiesen. Der Gehalt an Konservierungsmitteln in Farbe 3 hingegen war nahezu unverandert.

Analyse der Biozidkonzentration nach Kiinstlicher Alterung

Auch nach einer kiinstlichen Alterung und Durchfiihrung des Belastungstests wurde keine Schimmel-
bildung bei den Proben nachgewiesen. Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor dem
Versuch, nach der kiinstlichen Alterung und nach Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabellen

30 und 31).

Tabelle 30: MIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schim-
melpilzsporen
MIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 1,71+0,06 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
3 72,66 + 0,43 71,71 +1,45 73,87 £ 0,98 79,67 £ 6,26
Mischung 1 49,92 +£1,10 50,12 £ 2,23 41,92 +£4,76 48,03 +7,48
Tabelle 31: BIT-Gehalt in RA-haltiger Farbe nach kinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schim-

melpilzsporen

Ausgangswert

nach Alterung

nach Belastungs-
test

Kontrollen
(unbeimpft)

Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

3 46,97 + 0,19 41,78 + 0,47 39,13+0,75 40,71 + 2,57
Mischung 1 31,83+1,04 28,04 +1,45 21,59 +2,75 21,53 +4,11

Wie aus den Tabellen 30 und 31 ersichtlich ist, wurde der Gehalt an Konservierungsmitteln weder
durch die kiinstliche Alterung noch durch den Belastungstest mit Schimmelpilzsporen beeinflusst.

5.1.2.4 Vergleich der Bindemittel

Die beschriebenen Belastungstests wurden mit weifsen Innenraumdispersionsfarben durchgefiihrt,
die sich lediglich in der Art des Bindemittels unterschieden. Auf diesem Wege wurde zum einen ge-
prift, ob das Bindemittel einen Einfluss auf die Durchfiihrbarkeit des Tests hat und zum anderen, ob
die Resultate der tliberarbeiteten Methodik dadurch beeinflusst werden.
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Unabhédngig vom Bindemittel wurde bei den Versuchen mit der Farbe 1, bei der ein Eintrag der Kon-
servierungsmittel ausschlieflich iiber die Rohstoffe erfolgte, ein deutliches Wachstum von Bakterien
nachgewiesen, welches bei den kiinstlich gealterten Proben schwacher ausfiel. Bei Mischung 1 waren
lediglich bei der VA/E-haltigen Farbe Kolonien nachweisbar, bei der Dispersionsfarbe mit Reinacrylat
als Bindemittel waren keine Bakterien nachweisbar (Abbildung 13).

Ein unterschiedliches Wachstumsverhalten in Abhdngigkeit vom Bindemittel war bei den Hefen zu
verzeichnen. In der VA/E-haltigen Farbe waren die Hefen in der Lage, in der Farbe 1 zu wachsen.
Wurde das Bindemittel durch Reinacrylat ersetzt, fand keine Vermehrung der Hefen mehr statt. Ledig-
lich einzelne Kolonien waren hier nachweisbar. Das gleiche Ergebnis ergab sich fiir die kiinstlich geal-
terten Proben, wobei die Keimzahl in beiden Bindemittelsystemen insgesamt geringer ausfiel als bei
den ungealterten Proben. Bei Mischung 1 bildeten sich bei der VA/E-haltigen Dispersionsfarbe in al-
len Proben Kolonien aus. Im Unterschied dazu konnte bei der Reinacrylat-haltigen Farbe nur bei 2 Pro-
ben der Mischung Kolonien gezeigt werden, bei den anderen Proben waren keine Hefen nachweisbar.
Dieser Unterschied zwischen den einzelnen Proben spiegelt sich auch in der hohen Standardabwei-
chung wider.

Bei den Schimmelpilzen wurden keinerlei Unterschiede beziiglich der Besiedelbarkeit der Farbober-
fliche in Abhangigkeit vom Bindemittel nachgewiesen.

Abbildung 13: Vergleich der Bindemittel mit ungealterten und kiinstlich gealterten Farben (kA)

Bindemittel Farbe 1 Farbe 3 Mischung 1
(konserviert) | (konserviert)

kA kA kA
Bakterien VA/E 1 - - 1 | -
RA L] - - - -

Hefen VA/E 1 - - | |
R v NN
Schimmelpilze VA/E - - - - - -
RA - - - - - -
stark schwach

1w D

1 : Nachweis von Kolonien

5.1.3 WeiRe Innenraumdispersionsfarbe konserviert mit ZnP/BIT

Derzeit liegt die maximal mégliche Einbringmenge fiir MIT bei <100 ppm. Die Diskussion iiber die
Neueinstufung von MIT kénnte zu einer Beschriankung der einsetzbaren Konzentration im Rahmen
der Blauen Engel Zulassung fiihren. Somit wire die momentan meist verwendete Wirkstoffkombina-
tion zur Konservierung von Dispersionswandfarben (100 ppm MIT + 100 ppm BIT) nicht mehr zulas-
sig. Aufgrund dessen wurde in dem Vorhaben eine Dispersionsfarbe mit Zinkpyrithion/BIT als alterna-
tive Konservierungsmittelkombination getestet. Hierbei wurden vier Farben mit einer unterschiedli-
chen Konzentration an BIT und ZnP getestet (Tabelle 2).

Direkt nach Erhalt der Farben wurden diese routinemafiig auf Nahrmedium (Caso-Agar, siehe Material
und Methoden) ausgestrichen und auf mogliche Kontaminationen tiberpriift.
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Hierbei wurde in allen Proben ein deutliches Wachstum von Mikroorganismen nachgewiesen. Das
Vorhandensein von Keimen in den Farben muss jedoch nicht zwingend zu einer Beeinflussung des
Produktes fithren. Handelt es sich zum Beispiel um Dauerstadien wie Bacillus-Sporen, ist von keiner
Beeintrachtigung des Produktes auszugehen. Problematisch wird es erst, wenn die Mikroorganismen
unter giinstigen Bedingungen auskeimen und Stoffwechselaktivitit zeigen. Die Farben wurden zur
Kontrolle auf Kristallviolett-Galle-Lactose-Agar ausgestrichen, um zu iiberpriifen, ob andere Mikroor-
ganismen als Bacillus in den Proben vorliegen. Hierbei handelt es sich um ein Medium, das das Wachs-
tum von Gram+ Bakterien, wie z.B. Bacillus, durch die Anwesenheit von Gallensalzen und Kristallvio-
lett inhibiert. Auch bei diesem Medium konnte das Wachstum von Mikroorganismen beobachtet wer-
den, so dass davon ausgegangen werden kann, dass neben Bacillus noch andere Bakterien in den Far-
ben vorlagen. Vereinzelt konnten auch Schimmelpilze nachgewiesen werden.

Durch die bisherige Kombination aus MIT und BIT werden vorliegende Keime in den Farben meist zu-
verlassig vor Abfiillung in das Gebinde abgetotet. Bei einer milderen Konservierungsmittelkombina-
tion, wie z.B. BIT/ZnP, kann das Vorhandensein von Mikroorganismen jedoch problematisch sein.
Nach Riicksprache mit dem Farbhersteller wurde beschlossen, eine Farbe herzustellen, bei der werks-
seitig eine zusatzliche Desinfektion des Produktes vorgenommen wird. Auf diesem Wege sollte der
grofdtmogliche Teil der Bakterien in der Dispersionsfarbe vor der Abfiillung eliminiert werden, um ei-
nen Langzeitschutz der milden Konservierung im Gebinde zu gewahrleisten.

Es wurde sich darauf geeinigt, dieses ,sterile” Muster zu testen, um die Wirksamkeit des Biozidsys-
tems zu priifen. Hierbei bleibt zu berticksichtigen, dass sich eine Farbe, die mit einem Keimeintrag pro-
duziert wird, gegeniiber einem ,sterilen“ Muster vermutlich anders verhalt. Abhangig von dem Zeit-
raum, den die Keime in der Farbe verbleiben konnen, setzt dort bereits Stoffwechsel ein, was in einer
hoheren Anfilligkeit resultieren kann. Nach Anlieferung der neuen Farben wurden diese zur Uberprii-
fung auf vorhandene vermehrungsfahige Mikroorganismen untersucht. In keiner der vier Proben
wurde ein Wachstum beobachtet, so dass diese Farben fiir den Belastungstest mit Bakterien eingesetzt
wurden.

5.1.3.1 Bakterien

Flir den Belastungstest wurden die Farbproben in wochentlichem Abstand dreimal 1 %-ig mit einer
Bakteriensuspension beimpft, welche die Priiforganismen in einer Konzentration von 1 * 102 KBE/ml
enthielt. AnschliefRend wurden die Proben bei 30 + 2 °C gelagert und die Zellzahl iiber den gesamten
Versuchszeitraum bestimmt. Die Farben unterschieden sich dabei in der Konzentration der eingesetz-
ten Konservierungsmittelkombination aus BIT und ZnP. Farbe B enthielt jeweils 50 ppm BIT und ZnP,
Farbe C 100 ppm BIT und 50 ppm ZnP und Farbe C enthielt ZnP und BIT jeweils zu 100 ppm. Als Kon-
trolle diente die unkonservierte Farbe A. Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Belastungstest mit Bakterien in SA-haltiger Farbe

Bestimmung der koloniebildenden Einheit
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Quelle: BAM

Wie Abbildung 14 zu entnehmen ist, fand bei der unkonservierten Probe (Farbe A) iiber den gesamten
Versuchszeitraum von sechs Wochen weder ein Wachstum von Bakterien noch eine Koloniebildung
statt. Bei den konservierten Farben B und C hingegen wurde nach drei Wochen die Ausbildung von Ko-
lonien beobachtet. Nach sechs Wochen war die Zellzahl in diesen Proben weiterhin gestiegen. Die
Probe mit der starksten Konservierung (100 ppm BIT und 100 ppm ZnP) zeigte zu keinem Zeitpunkt
ein bakterielles Wachstum oder die Ausbildung von Kolonien. Eine parallele Untersuchung der Farben
durch den Konservierungsmittelhersteller lieferte das gleiche Ergebnis (personliche Mitteilung durch
den Farbhersteller). Die Tatsache, dass bei der unkonservierten Probe kein Wachstum der Bakterien
oder Koloniebildung nachgewiesen wurde, ldsst sich vermutlich durch die zusatzlich vorgenommene
Desinfektion der Farbe erklaren. Moglicherweise befanden sich noch Produkte des Desinfektionsmit-
tels in der Farbe, die einen Einfluss auf die Anfilligkeit der Farbe gegeniiber Mikroorganismen hatten.

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde der Gehalt an BIT vor dem Versuch und nach Abschluss des Belastungstests
bestimmt (Tabelle 32). Eine aussagekraftige Bestimmung des Gehaltes an ZnP durch UHPLC war nicht
moglich. Die theoretischen Ausgangswerte an Zinkpyrithion lagen bei jeweils 50 ppm fiir Farbe B und
Farbe C und bei 100 ppm fiir Farbe D. Der Gehalt an BIT in den Farben ist in Tabelle 32 dargestellt.
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Tabelle 32:

BIT-Gehalt in SA-haltiger Farbe nach Belastungstest mit Bakterien

BIT

Farbe
A

B
C
D

Ausgangswert

Gehalt [mg/kg]
n.n.

49

103

100

nach Belastungs-
test

Gehalt [mg/kg]
0,199 +0,19
35,47 £0,51
87,15+1,74
91,19+1,03

Kontrollen
(unbeimpft)

Gehalt [mg/kg]
0,35+0,27
42,26 + 0,72
84,08 +2,18
88,59 + 1,09

n.n. nicht nachgewiesen. Die Bestimmung der BIT-Ausgangswerte erfolgte durch den Konservierungsmittelher-

steller.

Wie aus Tabelle 32 ersichtlich ist, wurde nach Abschluss des Belastungstests bei den meisten Farben
keine Veranderung des Biozidgehalts in Abhangigkeit von der Belastung durch Bakterien nachgewie-
sen. Lediglich bei Farbe B (50ppm BIT und 50ppm ZnP) war eine Beeinflussung gegeben.

Kiinstliche Alterung

Alle vier Farbproben wurden einer kiinstlichen Alterung unterzogen und anschliefRend im Belastungs-
test hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Bakterien untersucht (siehe Abbildung 15).

Abbildung 15:

Belastungstest mit Bakterien in SA-haltiger Farbe nach kinstlicher Alterung (*)

Bestimmung der koloniebildenden Einheit nach Alterung

Bindemittel Sytrolacrylat
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Quelle: BAM

Bei der unkonservierten Farbe A wurde bereits nach einer Woche Inkubation der Proben ein deutli-
ches Wachstum der Bakterien beobachtet. Ab der zweiten Woche nahm die Zellzahl in dieser Farbe

kontinuierlich ab.
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Farbe B zeigte nach einer Woche ebenfalls ein bakterielles Wachstum; anschlief;end nahm auch hier
die Zellzahl ab und es wurden lediglich Kolonien nachgewiesen. Bei Farbe C wurden nach einem Zeit-
raum von einer Woche Kolonien nachgewiesen, nach zwei Wochen wurde eine leichte Zunahme in der
Zellzahl beobachtet. Die Zellzahl lag jedoch zu jedem Zeitpunkt unterhalb des Inokulums. Die Farbe
mit der starksten Konservierung (Farbe D) zeigte {iber den gesamten Versuchszeitraum von sechs Wo-
chen kein bakterielles Wachstum oder das Auftreten von Kolonien und war somit ausreichend gegen-
tiber Bakterien geschiitzt. Verglichen mit den ungealterten Farben wurde in diesem Versuch insgesamt
eine hohere Empfindlichkeit der Farben gegeniiber Bakterien beobachtet.

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde der Gehalt an BIT vor Versuchsbeginn, nach der kiinstlichen Alterung und
nach Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabelle 33).

Tabelle 33: BIT-Gehalt in SA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakte-
rien
BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Farbe Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,26 + 0,006 0,61+0,18 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00
B 43,64 £ 0,24 42,07 £0,80 31,46 £+ 0,47 42,18 +0,51
C 85,94 + 0,63 85,07 £ 1,09 72,38 £3,43 89,01 +7,25
D 86,83 £ 0,26 84,99 + 3,27 88,58 + 3,97 88,10+ 7,71

Nach der Alterung wurde in keiner der Proben eine Abnahme im BIT-Gehalt nachgewiesen. Bei den
Farben B und C, mit einer Konservierungsmittelkombination aus 50ppm BIT und 50ppm ZnP (Farbe
B) bzw. 100ppm BIT und 50ppm ZnP (Farbe C) wurde eine Abnahme an BIT in Abhdngigkeit von der
Anwesenheit der Bakterien gemessen. Farbe D (100ppm BIT und 100ppm ZnP) zeigte keine Beeinflus-
sung des BIT-Gehalts durch Bakterien.

5.1.4 Bodenbelagsklebstoffe

Bislang wird zwischen den verschiedenen Innenraumbauprodukten beziiglich der Anforderungen an
die Topfkonservierung keine Unterscheidung vorgenommen. Im Rahmen des Vorhabens wurde tiber-
priift, ob der Gebrauchstauglichkeitstest in seiner revidierten Fassung auch auf andere Innenraumbau-
produkte anwendbar ist. Da sich die verschiedenen Materialien in ihren Eigenschaften, wie z.B. in der
Konsistenz, stark unterscheiden, erscheint dies fraglich. Der Test wurde mit einem ungealterten und ei-
nem kiinstlich gealterten Dispersionsklebstoff durchgefiihrt. In Anlehnung an die vorherigen Untersu-
chungen wurde der Klebstoff mit einer Konservierungsmittelkombination von MIT und BIT (jeweils
100ppm) versehen. Durch Mischen des konservierten Klebstoffs A und unkonservierten Klebstoffs B im
Verhaltnis 1:1 wurde zudem eine Probe mit einer mittleren Biozidkonzentration fiir die Untersuchun-
gen herangezogen. Wie zuvor bei den Dispersionsfarben beschrieben, wurden Bakterien, Hefe- und
Schimmelpilze im Testverfahren berticksichtigt.

5.1.4.1 Bakterien

Flir die Durchfiihrung des Testverfahrens kamen andere Bakterien als bei den Innenraumwandfarben
zum Einsatz. In Anlehnung an eine Methode fiir polymere Dispersionen der ,International Biodeterio-
ration Research Group” (Methode IBRG PDG16-001.2 siehe http://www.ibrg.org/methods) wurden
folgende Bakterien fiir den Gebrauchstauglichkeitstest ausgewahlt: A. hydrophila, A. faecalis, P. rettgeri,
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P. aeruginosa und S. marcescens (Tabelle 3). Fiir den Belastungstest wurden die Klebstoffproben wo-
chentlich 1%-ig mit einer Bakteriensuspension beimpft, die die Priiforganismen in einer Konzentra-
tion von 1 * 10° KBE/ml enthielt. Das Ergebnis ist in Abbildung 16 dargestellt.

Abbildung 16: Belastungstest von Klebstoffen mit Bakterien

Bestimmung der koloniebildenden Einheit
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Quelle: BAM

Die Lebendzellzahl wurde nach jeder der drei Beimpfungen und nach Abschluss des Tests durch Be-
stimmung der KBE/ml ermittelt. Wie aus Abbildung 16 ersichtlich ist, wurde {iber den gesamten Ver-
suchszeitraum von sechs Wochen nur bei dem unkonservierten Klebstoff A ein bakterielles Wachstum
beobachtet. Bei der Mischung und dem konservierten Klebstoff B waren nur direkt nach der Beimp-
fung (Woche 0) Bakterien nachweisbar, aber zu keinem spateren Zeitpunkt.

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor Versuchsbeginn und nach Abschluss des Belas-
tungstests bestimmt (Tabelle 34 und 35).

Tabelle 34: MIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Bakterien
MIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,85+ 0,05 0,56 £ 0,07 1,149 £ 0,09
B 93,40+0,53 86,65 + 4,97 84,68 + 11,25
Mischung 36,53+ 1,96 49,98 + 6,84 42,18+1,38
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Tabelle 35: BIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Bakterien
BIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,26 + 0,014 2,05+2,02 1,628 £ 0,33
B 48,09+ 1,76 56,60 + 4,31 52,68+ 4,82
Mischung 15,06 + 2,42 28,59 + 4,85 20,16 + 3,61

Die Anwesenheit von Bakterien hatte keinen Einfluss auf den Konservierungsmittelgehalt. Die Mi-
schung war auch nach sechs Wochen Belastungstest mit einem MIT-Gehalt von 50 ppm und einem
BIT-Gehalt von 29 ppm ausreichend konserviert, um alle Bakterien abzutoéten.

Kiinstliche Alterung

Alle Klebstoffproben wurden einer kiinstlichen Alterung unterzogen und anschlief;end im Belastungs-
test hinsichtlich ihrer Besiedelbarkeit durch Bakterien untersucht. Wie anhand Abbildung 17 zu er-
kennen ist, wurden auch nach der kiinstlichen Alterung keine Bakterien in der Mischung und im kon-
servierten Klebstoff B nachgewiesen. Bei der unkonservierten Klebstoffprobe A war nach der Alterung
ein deutliches Wachstum der Bakterien zu erkennen, welches verglichen mit der ungealterten Probe
etwas stdrker ausfiel.

Abbildung 17: Belastungstest von Klebstoffen mit Bakterien nach kiinstlicher Alterung (*)

Bestimmung der koloniebildenden Einheit nach Alterung
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Quelle: BAM
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Analyse der Biozidkonzentration nach der kiinstlichen Alterung

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor und nach der kiinstlichen Alterung sowie nach
Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabelle 36 und 37).

Tabelle 36: MIT-Gehalt in Klebstoffen nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakterien
MIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,72 £0,02 1,32 0,02 0,00 £ 0,00 0,95 +0,19
B 88,10+ 1,34 61,64 +1,32 51,82 +1,45 57,92 +1,37
Mischung 45,19+0,36 31,08 £ 0,72 27,67 £1,09 34,23 +2,43
Tabelle 37: BIT-Gehalt in Klebstoffen nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Bakterien
BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,69 £ 0,09 2,29+1,02 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
B 59,24 + 0,33 76,06 + 4,56 13,23 +2,03 10,86 + 1,37
Mischung 28,73+0,42 24,62 + 4,16 4,45 £ 0,29 3,19+0,32

Nach der kiinstlichen Alterung wurde bei Klebstoff B und der Mischung eine deutliche Abnahme im
MIT Gehalt verzeichnet. Die vorhandene Konzentration war jedoch ausreichend, um ein bakterielles
Wachstum in diesen Proben zu verhindern. Die Anwesenheit der Bakterien hatte keinen wesentlichen
Einfluss auf den Konservierungsmittelgehalt.

5.1.4.2 Hefen

Der Belastungstest wurde auch unter Verwendung von Hefen durchgefiihrt (Tabelle 4). Orientierend
an der IBRG-Methode IBRG PDG16-001.2 wurden die Hefestamme S. cerevisae und R. mucilaginosa
verwendet. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums wurde weder ein Wachstum noch die Ausbil-
dung von Kolonien beobachtet. Da auch in dem unkonservierten Klebstoff kein Wachstum der Hefen
erfolgte, wurde entschieden, den Test mit zwei Vertretern der Gattung Candida zu wiederholen: C. lip-
olytica und C. valida.

Die Klebstoffproben wurden in wochentlichem Abstand dreimal 1 %-ig mit einer Hefesuspension an-
geimpft und folgend bei 30 * 2 °C gelagert. Die Suspension enthielt die Priiforganismen in einer Kon-
zentration von 1 * 108 KBE/ml. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach jeder Inokulation und nach
Abschluss des Versuchs. Das Ergebnis des Belastungstests ist in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Belastungstest von Klebstoffen mit Hefen
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Bei Durchfiihrung des Belastungstests wurden lediglich bei dem unkonservierten Dispersionsklebstoff
A Kolonien nachgewiesen. Ein Wachstum der Hefen lag zu keinem Zeitpunkt vor; die Zellzahl lag im-
mer unterhalb der Inokulumstirke (maximaler Wert nach drei Wochen: 1,15*105 KBE/ml). Bei dem
konservierten Klebstoff B und der Mischung wurden iiber den gesamten Versuchszeitraum weder Ko-
lonien noch Wachstum von Hefen beobachtet.

Analyse der Biozidkonzentration

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor und nach Abschluss des Belastungstests be-
stimmt (Tabelle 38 und 39).

Tabelle 38: MIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Hefen
MIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 1,69 +0,04 0,00 £ 0,00 0,66 £ 0,04
B 105,17 £ 6,98 86,73 + 2,66 87,74 +2,73
Mischung 46,43 £5,48 39,43 +2,81 39,25+1,59
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Tabelle 39: BIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Hefen
BIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 1,30 £0,02 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
B 46,65 * 3,53 24,40+ 1,68 19,64 + 0,87
Mischung 19,68 £+ 1,86 8,29 0,47 4,50+1,19

Nach Abschluss des Belastungstests wurde beim Klebstoff B unabhingig vom Vorhandensein der He-
fen eine Abnahme an MIT und BIT nachgewiesen. Bei der Mischung war eine deutliche Abnahme im
BIT Gehalt zu beobachten. Die Tatsache, dass in beiden Proben keine Hefen nachgewiesen wurden,
lasst vermuten, dass das Produkt auch in den geringen Konservierungsmittelmengen noch effektiv ge-
geniiber Hefen geschiitzt ist.

Kiinstliche Alterung

Nach Inkubation der Klebstoffe fiir 4 Wochen bei 40 °C wurden die Proben fiir den Belastungstest ein-
gesetzt und hinsichtlich der Besiedelbarkeit durch Hefen untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 19
dargestellt.

Abbildung 19: Belastungstest von Klebstoffen mit Hefen nach kinstlicher Alterung (*)
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Bei keiner Probe wurde nach der kiinstlichen Alterung ein Wachstum der Hefen beobachtet. Lediglich
beim unkonservierten Klebstoff A wurden Kolonien nachgewiesen. Die Zellzahl nahm iiber den Ver-
suchszeitraum trotz wiederkehrender Beimpfung ab und lag nach sechs Wochen bei 3,55 *10?

KBE/ml.

Analyse der Biozidkonzentration nach der kiinstlichen Alterung

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor und nach der kiinstlichen Alterung sowie nach
Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabelle 40 und 41).

Tabelle 40: MIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Hefen nach kiinstlicher Alterung
MIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] | Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,081 + 0,00 0,6 + 0,05 0,00 £ 0,00 1,25+ 0,06
B 88,67 +5,78 73,27 £ 2,65 61,03 + 5,69 72,66 + 4,77
Mischung 42,19+ 1,00 35,86+ 1,59 26,26 + 3,16 35,02 +£2,22
Tabelle 41: BIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Hefen nach kiinstlicher Alterung
BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] | Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
B 33,01+£2,92 17,77 £1,40 26,58 +1,85 17,53+1,30
Mischung 14,15+ 0,88 6,83 £ 0,27 9,84 £1,15 5,80 £ 0,20

Nach der kiinstlichen Alterung wurde eine Abnahme im Konservierungsmittelgehalt gemessen. Die
Konzentration an Konservierungsmittel war jedoch ausreichend, um alle Hefen abzut6ten bzw. ein
Wachstum zu verhindern.

5.1.4.3 Schimmelpilze

Die Dispersionsklebstoffe wurde in wochentlichem Abstand dreimal 1 %-ig mit einer Sporensuspen-
sion von Geotrichum candidum inokuliert. Die Suspension wurde auf eine Konzentration von 1 x 10¢
Sporen/ml eingestellt und durch vorsichtiges Schwenken der Probe gleichméafiig auf der Oberflache

verteilt. Anschlieféend wurden die Proben bei 30 + 2 °C gelagert. Nach jedem Inokulationsschritt und

nach Abschluss des Belastungstests erfolgte eine visuelle Auswertung. Die Versuche wurden mit un-

gealterten und mit kiinstlich gealterten Proben durchgefiihrt. Zu keinem Zeitpunkt wurde in den Pro-
ben ein Wachstum von Schimmelpilzen beobachtet.
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Analyse der Biozidkonzentration
Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor dem Versuch und nach Abschluss des Belas-

tungstests bestimmt (Tabelle 42 und 43).

Tabelle 42: MIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Schimmelpilzsporen
MIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 1,21+0,04 1,18 £ 0,03 1,14 £ 0,03
B 101,83 £ 2,05 84,37 +2,98 85,51+1,59
Mischung 51,21+2,16 44,97 +1,88 42,98 +2,91
Tabelle 43: BIT-Gehalt in Klebstoffen nach Belastungstest mit Schimmelpilzsporen
BIT Ausgangswert nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,32+0,04 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
B 45,57 + 2,02 27,42 + 1,02 24,89 + 1,44
Mischung 22,94 £ 0,75 12,97 +1,19 9,09+1,73

Nach Durchfiihrung des Belastungstests wurde bei dem Dispersionsklebstoff B und der Mischung eine
deutliche Abnahme des MIT und BIT Gehalts nachgewiesen. Ein Einfluss des Pilzes auf die Konzentra-
tion lag dabei nicht vor.

Analyse der Biozidkonzentration nach der kiinstlichen Alterung

Von allen Proben wurde der Gehalt an MIT und BIT vor und nach der kiinstlichen Alterung sowie nach
Abschluss des Belastungstests bestimmt (Tabelle 44 und 45).

Tabelle 44:

MIT-Gehalt in Klebstoffen nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schimmelpilz-
sporen

nach Belastungs- Kontrollen

Ausgangswert

nach Alterung

Klebstoff
A

B
Mischung

Gehalt [mg/kg]
1,21 + 0,04
101,83 +2,1
51,21 +2,2

Gehalt [mg/kg]
1,04 £ 0,04
70,40 £ 0,37
34,10+0,90

test
Gehalt [mg/kg]
0,48 £ 0,02
64,91 + 3,06
28,94 + 1,78

(unbeimpft)
Gehalt [mg/kg]
0,53+0,04
65,74 + 0,90
29,71 +1,21
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Tabelle 45: BIT-Gehalt in Klebstoffen nach kiinstlicher Alterung und Belastungstest mit Schimmelpilz-
sporen
BIT Ausgangswert nach Alterung nach Belastungs- Kontrollen
test (unbeimpft)
Klebstoff Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg] | Gehalt [mg/kg] Gehalt [mg/kg]
A 0,32 £0,04 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
B 45,57 +2,02 19,84 £ 0,66 12,40 £ 0,51 10,27 £ 0,17
Mischung 22,94 £ 0,75 8,93 10,60 4,83 +£0,40 4,27 £0,42

Nach Ablauf der kiinstlichen Alterung wurde eine deutliche Abnahme an MIT und BIT im Dispersions-
klebstoff B und der Mischung nachgewiesen. Die Durchfiihrung des Belastungstests mit Schimmelpilz-
sporen hatte keinen Einfluss auf den Gehalt der Konservierungsmittel.

5.2 Klarung der Notwendigkeit und des Ziels einer chemischen Topfkonservierung
unter Beriicksichtigung der Betriebshygiene

Im Rahmen des Forschungsvorhabens erfolgte die Besichtigung von vier Produktionsanlagen fiir Dis-
persionsfarben. Bei allen vier Farbwerken handelt es sich um Produzenten von weifien Innenraum-
wandfarben, die mit dem Umweltzeichen ,Blauer Engel“ ausgezeichnet sind. Alle im Weiteren gemach-
ten Angaben sind von Firmenmitarbeitern miindlich tibermittelt worden und wurden nicht tiberpriift.

In allen Werken wurden die Topfkonservierer MIT/BIT bis zu 200 ppm eingesetzt (Wirkstoffkombina-
tion b gemaf} dem Anhang 1 zur Vergabegrundlage RAL-UZ 102, Ausgabe Januar 2015). Wassrig ge-
loste Rohstoffe und Zwischenprodukte waren ebenfalls durch Biozide vor Verderb geschiitzt. Diese
wurden bei Berechnung des maximal mdglichen Einsatzes an MIT/BIT berticksichtigt. In allen besich-
tigten Werken gab es Plane zur regelmafdigen Priifung der Werkshygiene. Hierzu wurden Proben an
verschiedenen produktionsrelevanten Stellen entnommen. In zwei Werken gab es ein mikrobiologi-
sches Labor, in dem die Proben direkt nach der Entnahme beziiglich ihres Keimgehaltes iiberpriift
wurden. Zwei weitere Werke verschickten die entnommenen Proben an den Biozidhersteller zur Be-
stimmung der Keimzahlen. Die Keimgehalte werden i.d.R. semi-quantitativ bestimmt. In drei Werken
dauerte es 3-4 Tage bis das Ergebnis der Uberwachung bereitstand. In dem vierten Werk wurde durch
Fluoreszensmessungen der Keimgehalt zligiger bestimmt. In allen Werken war man sich des Einflusses
der Rohstoffe und der Werkshygiene auf die Keimgehalte im Endprodukt bewusst. Beim Einkauf der
Rohstoffe werden von den Lieferanten saubere Rohstoffe gefordert. Der Rohstofflieferant muss daher
seinerseits Mafsnahmen ergreifen, um dies zu gewdahrleisten. Hierzu gehort z.B. das Einfordern von
Reinigungszertifikaten der Tanks bei den Transportfirmen. Die Reinigung der Schldauche bei Anliefe-
rung der Rohstoffe ins Farbwerk obliegt hingegen i.d.R. den Farbwerken.

Bei Eingang der Rohstoffe werden Proben gezogen und beziiglich des Keimgehaltes untersucht. In drei
der Werke geschieht dies im eigenen Haus. In drei Werken wurden bei erkennbar hohen Keimzahlen
in der Produktion schnell abbaubare Biozide eingesetzt, die bei der Abfiillung des Produkts in das Ge-
binde bereits abgebaut sein sollten (z.B. CIT, DBNPA). In einem Werk wurde der Einsatz der ,cleaning
in place (CIP)“-Methode als nicht geeignet benannt, da hierdurch die chemische Ausgewogenheit der
Farbe beeintrachtigt wiirde. Zur Beurteilung des mikrobiologischen Problems gab es in zwei Werken
jeweils mikrobiologisch ausgebildetes Personal, das den Bewuchs nicht nur quantitativ, sondern, nach
Bedarf, auch qualitativ bewertet hat. Das dritte Werk erfasste die Werte rein quantitativ und erfragte
bei Keimzahlen iiber 100 je Ausstrichplatte Hilfe beim Biozidlieferanten. Im vierten der besuchten
Werke wurde die gesamte biologische Uberwachung durch den Biozidlieferanten erbracht. Hygieneau-
dits wurden in zwei der Werke selbststdndig mit mikrobiologisch ausgebildetem Personal durchge-
fiihrt. Der Biozidlieferant wurde aber bei nicht selbststdndig im Werk lI6sbaren Hygieneproblemen
herangezogen. In den beiden anderen Werken wurden auch die Hygieneaudits durch den Biozidliefe-
ranten erbracht. Dies zeigt die enge Verkniipfung der Werke zu ihren Biozidlieferanten.
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Dies ist auch darin begriindet, dass die Biozidlieferanten die Uberpriifungen und Hilfeleistungen in al-
len Werken als unentgeltlichen Service anbieten. In drei Werken wurde Trinkwasser zur Produktion
eingesetzt, im vierten Werk kam desinfiziertes, oberflaichen-nahes Drainagewasser fiir die Produktion
zum Einsatz. In einem Werk wurde zusatzlich eine UV-Bestrahlung zur Trinkwasserreinigung durch-
gefiihrt. Beim Bau neuer Anlagen wurde bereits in den letzten Jahren auf eine moglichst gradlinige und
verzweigungsfreie Zufuhr der Stoffe in der Produktion geachtet. Freie Leitungen werden mit sog. Mol-
chen mechanisch gereinigt. Weitere Reinigungsschritte werden chemisch durchgefiihrt (z.B. H20>).
Mikrobiell kontaminierte Rohstoffe oder Zwischenprodukte werden z.B. mit CIT oder DBNPA gerei-
nigt.

Die Farbhersteller machten zu den Rahmenbedingungen der Topfkonservierung folgende Aussagen:

a) Baumarkte fordern eine Haltbarkeit von weifer Innenraumwandfarbe in Gebinden von 2-3
Jahren

b) Baumarkte sind nicht bereit, die Regale nach dem ,First-in, first-out“-Prinzip zu bestiicken.
Teilweise lassen Farbhersteller Regalpflege im Baumarkt durch eigenes Personal ausfiihren

c) Verbraucher erwarten eine Haltbarkeit von ca. 6 Monaten nach Offnung des Gebindes und Ge-
brauch der Farbe

d) Produkte ohne Blauen Engel sind nicht absetzbar oder nur zu sehr niedrigen Preisen

e) Ein Mindesthaltbarkeitsdatum fiihrt zu Verlusten, da Farben danach nicht mehr absetzbar sind

Problematisch erweist sich, dass ein reduzierter Biozideinsatz (<200 ppm MIT/BIT, Verhaltnis 50:50)
die Lagerstabilitit der Farbe im Gebinde reduzieren kann. Neben der Optimierung der Werkshygiene
gibt es die Moglichkeit, die Farbe zeitnah zur Produktion zu verbrauchen.

Losungsansatze:

Es muss das Gesprach mit den Baumarkten gesucht werden. Die Baumarkte miissen sich dem ,First-in,
first-out“-Prinzip verpflichtet fiihlen. Alternativ kann die Regal- und Produktpflege von den Farbwer-
ken beziiglich Ihrer eigenen Produkte in den Baumaérkten selbst betrieben werden. Eines der besuch-
ten Werke bestiickt seine Regale bereits durch eigenes Personal. Mindesthaltbarkeitsdaten miissen
dem Verbraucher signalisieren, dass Farbe mit Blauer Engel Auszeichnung ,frisch“ verbraucht werden
sollte. Farben, die fiir eine ldngere Lagerung bis zu 2 Jahren vorgesehen sind, koénnen weiterhin ver-
marktet werden, ohne das Umweltzeichen des Blauen Engel zu tragen. Dem Verbraucher muss durch
Werbung etc. verstandlich gemacht werden, dass frisch zu verbrauchende Farben weniger Biozide ent-
halten; dem Verbraucher wird hierdurch eine Wahl gegeben.

5.3 Konservierung von Pigmentpasten

Laut des Marktforschungsinstituts Ceresana liegt die weltweite Nachfrage nach Pigmenten bei fast 9,7
Millionen Tonnen (report 4. Auflage). Den bedeutendsten Absatzmarkt stellte 2014 die Herstellung
von Farben und Lacken mit iiber 45 % des globalen Gesamtverbrauchs dar.

Laut Studie wird fiir den weltweiten Pigmentmarkt ein Umsatz von iiber 45 Mrd. USD im Jahr 2018 er-
wartet. Im westeuropaischen Raum liegt der Umsatz fiir Pigmente im Jahr 2018 voraussichtlich bei
5,52 Mrd. EUR, wobei Deutschland den grofiten Teil an Pigmentverbrauch hat (Farben und Lack, 118.
Jahrgang, H2795; Jahr 2012). In den letzten Jahren wurde bei der Innenraumgestaltung ein Trend in
Richtung farbige Wandfarben beobachtet. Pigmentpasten, die zur Abtonung weifier Wandfarben und
Basiswandfarben genutzt werden, sind je nach organischen und anorganischen Anteilen unterschied-
lich anfallig fir mikrobiologischen Bewuchs. Organische Pigmente haben ein geringeres Deckungsver-
mogen, sind aber farbstarker und brillanter als anorganische Pigmente. Pigmentpasten, die im Werk
genutzt werden, miissen aufgrund ihres schnelleren Durchsatzes und der besseren Pflege des Dosier-
gerates weniger stark konserviert werden als Pigmentpasten im kundennahen Bereich, wie z.B. im
Baumarkt. Die Konservierung von Pigmentpasten ist um ein Vielfaches héher als die Konservierung
weifder Innenwandfarben. Im verbrauchernahen Bereich folgt daraus, dass die Grenzwerte an Biozi-
den fiir die Vergabe des Umweltzeichens ,Blauer Engel“ durch die Zugabe einer Pigmentpaste tiber-
schritten werden kénnen. Wird die Wandfarbe bereits koloriert aus dem Farbwerk geliefert, konnen
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die Grenzwerte jedoch eingehalten werden und kolorierte Farbe kann mit Umweltzeichen an den Kun-
den verkauft werden. Da nicht jeder Farbton, wie er zurzeit im verbrauchernahen Bereich durch Anmi-
schen der Farbe vor Ort erreicht und vorratig produziert werden kann, gibt es den Service einer der
besuchten Farbhersteller, einen Farbton gezielt nach Kundenwunsch im Werk herzustellen, und an
den Baumarkt auszuliefern, der den Kundenwunsch als Auftrag entgegengenommen hat. Dieser Ser-
vice wird bereits ab einem 5 Litergebinde angeboten. Ob diese so im Werk hergestellte kolorierte
Farbe die Grenzwerte des Blauen-Engel einhalten kann, hangt von dem Farbpigment und der ge-
wiinschten Farbintensitit ab. Bis zur Auslieferung der Farbe an den bestellenden Baumarkt kénnen 2-
3 Tage vergehen. Nachteil hierbei sind die anfallenden Transportwege und die eingeschrankte Sponta-
nitat des Kunden; Vorteil ist der verringerte Biozideinsatz, wenn das Pigment im Werk eingertihrt
wird. Die Konservierung von Pigmentpasten in point-of-sale (POS) Anlagen im verbrauchnahen Be-
reich stellt eine zusatzliche Herausforderung dar.

Deutschlandweit stehen circa 25 000 Dosieranlagen im Handel zur Verfiigung. Die Abténmaschinen
bestehen in der Regel aus mehreren Kartuschen, in denen zwischen 16 und 32 verschiedene Pasten
enthalten sind. Bei den Anlagen handelt es sich um halb offene Systeme, bei denen die Kanister aufge-
filllt werden, ohne vorher vollstindig geleert und gereinigt zu werden. Laut Literatur (Alexander,
2015) iibersteigen die Kosten fiir das Ersetzen einer Pigmentpaste und die Reinigung eines mikrobiell
kontaminierten Systems bei weitem die Kosten fiir einen zusatzlichen Einsatz an Bioziden (im Falle
einer Kontamination). Die Pigmentpasten in den Anlagen werden in Intervallen geriihrt, wodurch es
regelmaflig zu einer Zufuhr von Sauerstoff kommt. Die optimalen Temperaturbedingungen liegen bei
Pigmentpasten zwischen 15 und 35 °C und bilden somit ideale Bedingungen fiir das Wachstum von
Mikroorganismen, insbesondere Schimmelpilzen. Die Pasten werden je nach Nachfrage und Ab-
tongrad zu den Wandfarben gegeben, was in einem unterschiedlichen Fiillstand innerhalb der Kanister
resultiert. Die Farbreste bilden halbtrockene und trockene Filme an den Gefafdwanden und erh6hen
zusammen mit den feuchten Bedingungen, die zur Bildung von Kondenswasser an den Wanden und
Deckeln der Kanister fithren, die Wahrscheinlichkeit der Schimmelbildung. Zudem stehen einige Pig-
mentpasten (z.B. Magenta), die nur einen geringen Absatz haben, zum Teil langer als 1-2 Jahre in der
Anlage. Der Befall durch Bakterien und Hefen ist meist schwerer zu erkennen als die Schimmelbildung
an der Oberflache, kann aber zu einer Verdnderung des Farbtons, Geruchsbildung oder Gasbildung
fithren. Des Weiteren kann es zu einem Absetzen von Pigmenten und zu Verdnderungen in der Viskosi-
tdt kommen. Im Rahmen des Forschungsvorhabens fand im April 2017 ein Treffen mit den Herstellern
von Abténmaschinen statt. Bei dieser Veranstaltung wurde seitens des UBA das Umweltinnovations-
programm UIP (Férderprogramm des Bundes und der KfW Banken) vorgestellt und entsprechende
Fordermdoglichkeiten erlautert. Zu diesem Zeitpunkt gab es im Markt keine praktikable Lésung, um die
Abtonung einer weiflen Wandfarbe ohne Verwendung von Topfkonservierern durchzufiihren. Nach
Aussage der Anlagenhersteller bestehen weitere Moglichkeiten zur Entwicklung von Innovationen,
wobei bereits entwickelte Modellanlagen von den Farbherstellern nicht angenommen worden sind.
Die Einfilhrung neuer Abtonkonzepte wurde als zu kostenintensiv erachtet, im Vergleich zum Beibe-
halt bestehender Systeme, die eine biozide Ausriistung zur Konservierung der Pigmente brauchen.
Diskutiert wurden geschlossene Systeme fiir Pigmentpasten (Beutel), die technisch auch fiir die beste-
henden Anlagen als machbar angesehen werden.

Eine parallele Weiterentwicklung von Maschinen und Pigmentpasten wurde in dem Gesprach als sinn-
voll erachtet, wobei das Zeitfenster in Bezug auf die Entscheidung der Biozidprodukteverordnung
(EU) Nr. 528/2012 iiber die PT 6 (Produktart 6 Topfkonservierung und die Uberarbeitung der Verga-
begrundlage des Blauen Engels) sehr eng ist. Die Entwicklung von konservierungsfreien Produkten
gestaltet sich derzeit als schwierig, da im Gegensatz zu weifden Innenraumdispersionsfarben eine Er-
hohung des pH von 10-11 fiir einige organische Pigmente kritisch sein kann.

5.4 Erprobung von qPCR zur Quantifizierung von Bakterien in verschiedenen
Substraten

Bei Informations- und Diskussionsveranstaltungen mit der Farbenindustrie (Rohstofflieferanten, Farb-
herstellern, Hersteller von Biozidprodukten) und bei Werksbesichtigungen bei Farbherstellern wurde
die spezielle Problematik der ausreichenden Bioziddosierung zur Topfkonservierung diskutiert.
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Als besonders problematisch erwies sich dabei, dass der Gehalt an Mikroorganismen in den Rohstoffen
bei Anlieferung unbekannt ist. Herkdmmliche Methoden zur Quantifizierung des Keimgehaltes nehmen
aufgrund der langen Inkubationszeit ca. 2- 3 Tage in Anspruch, bevor eine quantitative Auswertung er-
folgen kann. Die Rohstoffe kdnnen jedoch i.d.R. nicht iiber solch einen langen Zeitraum zwischengela-
gert werden, sondern werden dem Industrieprozess innerhalb eines Tages zugefiihrt. Zudem kénnen
bei der industriellen Verarbeitung der Rohstoffe im Werk der entstehenden Farbe Keime auch durch
bereits existierende Biofilme in den Werksanlagen zugefiihrt werden. Dies hat zur Folge, dass auch ,sau-
bere“ Rohstoffe zu keimhaltigen Endprodukten fithren konnen. Auch hier lasst die mehrtéagige Inkubati-
onszeit zwischen Probennahme und Ergebnis, wie sie bei dem herkémmlichen Ausstrichverfahren zur
Bestimmung des Keimgehaltes angewandt wird, kein gezieltes Eingreifen in den Industrieprozess zu.
Somit ist es nicht bekannt, wie viele Keime sich zum Zeitpunkt der Zugabe der Topfkonservierung im
Produkt befinden. Aus diesem Grund wird in einer Vielzahl der Betriebe das Maximum der zugelassenen
Biozidkonzentration im Rahmen des Blauen Engels angestrebt (derzeit je 100 ppm MIT und BIT). Wenn
der Eintrag von Bioziden gesenkt werden soll, so ware die zeitnahe Qualitatskontrolle von Rohstoffen
und Produkten von grofdem Vorteil, um angemessen reagieren zu konnen (z.B. Reklamation beim Zulie-
ferer und/oder kurative Behandlung der Rohstoffe durch chemische oder physikalische Desinfektion).

Somit ist eine Methode erforderlich, die in relativ kurzer Zeit Auskunft tiber Art und Quantitat der
Keime geben kann, um schneller auf ansteigende Keimgehalte reagieren zu kénnen. Im Forschungsvor-
haben wurde untersucht, ob die quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR) eine geeignete Methode
darstellt. Hierbei werden definierte Regionen von Mikroorganismen mittels spezifischer Primer amplifi-
ziert und folgend der DNA Gehalt in Probe quantifiziert. Sollte sich diese Methode als geeignet erweisen,
konnte die Zeit zur Bestimmung des Keimgehaltes deutlich reduziert werden, wodurch der Biozidein-
satz effektiver gesteuert werden konnte. Die Herausforderung bei der Etablierung dieser Methode liegt
jedoch in der Gewinnung der DNA aus den verschiedenen Substraten (z.B. polymere Dispersion, Binde-
mittel, Pigmente). Nur wenn diese quantitativ und reproduzierbar aus der Matrix gelost werden kon-
nen, wird eine Reproduktion der Ergebnisse méglich. Bei genauerer Einschiatzung der Keimgehalte vor
der Abfiillung in das Gebinde, kann der Topfkonservierer fiir seine Anwendung genauer dosiert werden.

5.4.1 Isolierung von DNA aus Dispersionsfarbe

Zunachst wurde versucht, aus einer Dispersionsfarbe chromosomale DNA zu isolieren. Dazu wurde die
Farbe mit einer Kultur von P. aeruginosa angeimpft und anschlief3end fiir die Praparation der DNA ein-
gesetzt. Nach Bestimmung des DNA-Gehalts wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) durchge-
fithrt, durch die ein konservierter DNA-Bereich (16 S rRNA) amplifiziert wurde. Durch Gelelektropho-
rese wurde das amplifizierte PCR-Produkt bei 1500 bp nachgewiesen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Bandenmuster nach Amplifikation der 16S rRNA aus P. aeruginosa

1500 bp

N

Quelle: BAM
Es wurden 3,5 ng/ul DNA auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen.

Zur Quantifizierung der amplifizierten Genfragmente wurde im nachsten Schritt die Methode der
quantitativen Real-Time-PCR (qPCR) eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgt hierbei mit Hilfe der Fluo-
reszenz-Messung. Als fluoreszierender Farbstoff diente SYBR Green [, der in Losung nur eine geringe
Fluoreszenz zeigt, die jedoch zunimmt, sobald der Farbstoff an doppelstrangige DNA bindet. Somit ist
das Fluoreszenzsignal einer Reaktion proportional zur Menge an doppelstrangiger DNA und steigt an,
wenn das Target amplifiziert wird, wodurch eine Quantifizierung der DNA mdglich ist. Die optimierten
und angepassten Bedingungen fiir die gPCR sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

5.4.2 Etablierung der qPCR fiir die Bakterien P. aeruginosa und B. subtilis

Die absolute Quantifizierung erfolgte mittels isolierter DNA von P. aeruginosa, die in verschiedenen
Verdiinnungen als Standard eingesetzt wurde. Zur Quantifizierung wird der Anfang der exponentiellen
Phase genutzt, d.h. der Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant tiber die Hintergrundfluo-
reszenz ansteigt, auch als Ct-Wert (Threshold Cycle) bezeichnet. Abbildung 21a zeigt die Fluoreszenz-
kurven fiir vier Amplifikationen mit unterschiedlichen Template-DNA Mengen aus P. aeruginosa. Die
einzelnen Phasen der PCR lassen sich dabei in Echtzeit verfolgen. Aus den Ct-Werten und der Konzent-
ration des eingesetzten Standards lasst sich die Standardkurve ermitteln (Abbildung 21b), aus deren
Steigung fiir jeden Ct-Wert auf die relative Anfangskonzentration an Template geschlossen werden
kann. Mit einer Effizienz von 103% und einem ,Slope“ von -3,3 (,Slope“-Sollwert: -3,1 bis -3,6 und Effi-
zienz-Spannbreite 90-110 %) zeigt diese Standardreihe optimale Werte.

Da der Farbstoff SYBR Green I unspezifisch an doppelstriangige DNA bindet und somit keine Unter-
scheidung zwischen Produkt und eventuell auftretenden Nebenprodukten (wie z.B. Primerdimeren)
erlaubt, ist eine Uberpriifung der Spezifitit der qPCR anhand einer Analyse der PCR-Produkte erfor-
derlich. Bei der sog. Schmelzkurvenanalyse wird nach Beenden der Amplifikationsreaktion die Tempe-
ratur in kleinen Schritten kontinuierlich erhoht und die Fluoreszenz aufgezeichnet. Sobald die doppel-
strangige DNA denaturiert, wird der Farbstoff SYBR Green I freigesetzt und es kommt zu einer Ab-
nahme in der Fluoreszenz, die ihr Maximum erreicht, wenn beide Strange vollstindig voneinander ge-
trennt werden. Die erste Ableitung der Fluoreszenzabnahme wird anschlief3end gegen die Temperatur
aufgetragen (Abbildung 21c). Da doppelstrangige DNA spezifischer PCR-Produkte einen hoheren
Schmelzpunkt aufweist als unspezifische Amplifikate, ist eine Unterscheidung moglich.
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Abbildung 21: Datenerhebung zur Bestimmung von DNA Mengen von P. aeruginosa durch qPCR
a) Amplifikationskurve genomischer P. aeruginosa b) Standardkurve aus ermittelten Ct-Werten
10000 4+ -
8000 R SR SR RN
ORE NS g2
N 6000 , 5
b o -
L 4000 +5- <
o G
3 . . . .
2000 R R L PRI S L
Ct-Wert o
Konzentrationin ng/ul
0
2 4 6 8101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Zyklen
c) Darstellung der Schmelzkurve
2500...:..:..:..:..5. .:. .:. .:. .3..:..:..:..5. .:..:..-..5. .:. .:. .:
= 2000
=
o 1500 4
N
& 1000
N
wv E
g S
S s00+:-
3 1
0

56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
Temperatur (°C)

Quelle: BAM

Berechnungen ergaben, dass aus 1*10° KBE/ml von Pseudomonas aeruginosa 0,3 mg DNA gewonnen
werden konnten. Zwei weitere Berechnungen ergaben fiir 1*109 KBE/ml 0,25 mg DNA sowie 0,21 mg
DNA.

Bei der Quantifizierung der DNA zeigten sich gute Ubereinstimmungen mit der Absorptionsbestim-
mung bei 260 nm im Spektralphotometer, wenn isolierte DNA von P. aeruginosa als Probe bei der
gPCR eingesetzt wurde. Wurde dagegen die isolierte DNA aus Farbe mit der qPCR iiber die Standard-
reihe quantifiziert, zeigten die gemessenen Konzentrationen erhebliche Abweichungen zur Absorpti-
onsbestimmung. Um den Schritt der DNA-Isolierung zu umgehen, wurde in Anlehnung an die Kolonie -
Polymerasekettenreaktion ein Versuch zur Quantifizierung der Bakterien-DNA mit lebenden Zellen
durchgefiihrt. Hierbei wird keine gereinigte DNA eingesetzt, sondern Bakterienzellen direkt aus dem
Kulturmedium verwendet. Eine definierte Zellsuspension wurde mit Rohstoff versetzt und direkt als
Template zur Bestimmung der DNA-Konzentration mit Hilfe der qPCR eingesetzt. Sowohl eine Verlan-
gerung der Initialdenaturierung als auch die Erh6hung der Magnesiumkonzentration im Versuchsan-
satz fithrten zu keinen messbaren Ct-Werten. Damit ist der erste Schritt, die Isolierung der zu bestim-
menden Bakterien-DNA in jedem Fall erforderlich. Nach den Versuchen mit dem gramnegativen Bakte-
rium P. aeruginosa wurde das grampositive Bakterium B. subtilis fiir die Quantifizierung mit der qgPCR
eingesetzt. Fiir die quantitative Bestimmung wurde die Zellzahl mittels Zdhlkammer bestimmt und auf
1 x 109Zellen/ml eingestellt. Es folgte eine DNA-Isolierung und eine serielle Verdiinnung der DNA. Mit
diesen unterschiedlichen DNA-Konzentrationen wurden qPCR-Laufe durchgefiihrt. In Abbildung 22 a)
ist die serielle Verdiinnung der einzelnen DNA-Ansatze dargestellt. Die DNA-Menge, gewonnen von 3 X
108 Zellen/ml, zeigte einen Ct- Wert von 11,6, wahrend bei 3 x 102Zellen/ml der Ct-Wert bei 30,8 lag.
Damit war die Nachweisgrenze erreicht, denn die Kontrolle ohne Template (NTC) wies einen Ct-Wert
von 30,4 auf.
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In Abbildung 22 b) sind die Ct-Werte der unterschiedlichen DNA-Konzentrationen gegen die Zellzahl
in logarithmischer Skalierung aufgetragen und stellen die Kalibrierungsgrade dar. Diese Kalibrierung
zeigt eine gleichmaflige Vervielfaltigung des DNA-Templates wahrend des qPCR-Laufs.

Abbildung 22: Datenerhebung zur Bestimmung von DNA Mengen von B. subtilis durch qPCR

a) Amplifikationskurve genomischer B. subtilis b) Standardkurve aus ermittelten Ct-Werten
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Abbildung 23: Elektrophoretischer Auftrennung der Amplifikate von B. subtilis nach gPCR

> A © » » % Vv
RV > > oy S
Marker o) % n S q)'\' ,,,‘\' Zellen/ml

3000 bp

1500 bp

500 bp

Abbildung 23 zeigt die Banden nach elektrophoretischer Auftrennung der amplifizierten DNA nach der
gPCR. Die Banden der PCR-Produkte lagen wie erwartet bei 350 bp und zeigten eine abnehmende Ban-
denstdrke bei abnehmender Konzentration.

5.4.3 Isolierung von DNA aus Rohstoffen

Als Rohstoffe kamen die in Tabelle 46 aufgefiihrten Substanzen von zwei verschiedenen Farbenher-
stellern zum Einsatz.

71




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Tabelle 46: Eingesetzte Rohstoffe

Rohstoff Beschreibung
Reinacrylatdispersion 1 (pH 8)
Reinacrylatdispersion 2 (pH 8)
Vinylacetat-Ethylen-Dispersion (pH 6)

Bindemittel (Basis Vinylacetat-Ethylen 53 % (pH 6)
Bindemittel (Basis Styrol-Acrylat 50 % (pH 8)
Pigmentpaste

Titandioxid slurry (pH 7-8)

N o o AN P

Zu Beginn der Versuche wurden die Rohstoffe auf Nahragarplatten (Caso- und PDA, siehe Material und
Methoden) ausgestrichen und auf mikrobielles Wachstum tiberpriift. Hierbei wurden weder Bakterien
noch Hefe- oder Schimmelpilze nachgewiesen. AnschliefRend wurde untersucht, ob die jeweiligen Roh-
stoffe allein einen Ndhrboden fiir P. aeruginosa darstellen. Dazu wurden jeweils 50 g Rohstoff eingewo-
gen und 1%-ig mit einer eingestellten Zellsuspension (1*10° KBE/ml) von P. aeruginosa angeimpft. Zur
Bestimmung der mikrobiellen Anfangsbelastung der Proben wurden geeignete Verdiinnungsstufen auf
Nahragarplatten ausplattiert und bei 30 °C * 2 °C inkubiert. Bei allen Rohstoffen wurde zum Zeitpunkt to
eine Zellzahl zwischen 5*106 - 1*107 KBE/ml nachgewiesen. Die angeimpften Rohstoffe wurden an-
schlieflend bei 30 °C gelagert und nach einer Woche hinsichtlich eines bakteriellen Wachstums iiber-
priift. Bei keinem Rohstoff war unter diesen Bedingungen ein Wachstum von P. aeruginosa zu verzeich-
nen. Anschlieflend wurde getestet, ob sich die Bakterien-DNA aus den Rohstoffen isolieren lasst. Dazu
wurde eine definierte Zellsuspension von P. aeruginosa (1+101° KBE/ml) mit dem jeweiligen Rohstoffs
1:1 gemischt und die chromosomale DNA direkt danach mittels Kit isoliert. Die DNA-Konzentration
wurde anschlief3end mit dem Spektralphotometer bestimmt. Als Kontrolle diente eine Zellsuspension
von P. aeruginosa in physiologischer Kochsalzlosung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 47 zusammenge-
fasst.

Tabelle 47: Bestimmung des DNA-Gehalts aus Rohstoffen
1 12,1 ng/ul
2 19,8 ng/ul
3 0,7 ng/ul
4 6,5 ng/ul
5 10,0 ng/ul
6 0,2 ng/ul
7 10,6 ng/ul
Kontrolle 19,3 ng/ul

Tabelle 47 zeigt, dass die Wiederfindung der DNA nicht bei allen Rohstoffen gleich ist, zum Teil treten
erhebliche Verluste auf. Ein Grund ist sicherlich, dass die Rohstoffe sehr viskos sind und es bei der Auf-
reinigung zu Verstopfungen der Sdulen des DNA-Isolierungskits kommt. Aus diesem Grund wurde fol-
gend die DNA-Aufreinigung mit der klassischen Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Dazu
wurde die Zellzahl von P. aeruginosa (1+1019 KBE/ml) bestimmt und verschiedene Verdiinnungsstufen
davon angesetzt (unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000).
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Jede Verdinnungsstufe wurde 1:1 mit dem Rohstoff Reinacylatdispersion 2 gemischt und die DNA an-
schlieflend isoliert. Ein Ansatz von P. aeruginosa in physiologischer Kochsalzlésung diente als Kon-
trolle. Die isolierte DNA wurde anschlief3end auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt (Abbildung 24).

Abbildung 24: Isolierung von DNA verschiedener Verdiinnungsstufen aus der angeimpften Reinacrylat-
dispersion 2

Marker 1 2 3 4 5

-

Quelle: BAM

Die isolierte DNA von P. aeruginosa wurde auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen. Spur 1: unverdiinnt, Spur 2: 1:10,
Spur 3:1:100, Spur 4: 1:1000, Spur 5: 1:10000, Spur 6: Kontrolle.

Vergleicht man die Menge an isolierter DNA der unverdiinnten Ansdtze (Spur 1: DNA isoliert aus Roh-
stoff, Spur 6: DNA isoliert aus physiologischer Kochsalzlosung) wird auch hier deutlich, dass es wah-
rend der DNA-Isolierung in Anwesenheit vom Rohstoff zu einem deutlichen Verlust der DNA-Konzent-
ration kommt. Dies konnte in der anschliefenden qPCR bestatigt werden, siehe hierzu die bestimmte
DNA-Konzentration von 14 ng/ul fiir die unverdiinnte Probe gegeniiber der Kontrolle mit 384 ng/pl in
Tabelle 48.

Tabelle 48: gPCR mit isolierter DNA verschiedener Verdlinnungsstufen aus kiinstlich beimpfter
Reinacrylatdispersion 2

Probe CT-Wert ng/ul berechnet
Standard 16 ng/pl 15,07 -
Standard 1,6 ng/ul 17,63 -
Standard 0,16 ng/pl 20,94 -
Standard 0,016 ng/ul 23,31 -
Standard 0,0016 ng/ul 25,27 -

NTC 30,67 -

0 20,69 13,7
1:10 22,78 2,2
1:100 26,28 0,098
1:1000 28,84 0,01
1:10000 30,89 0,0017
Kontrolle 16,92 383,5
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Wie aus den Daten ersichtlich ist, werden die einzelnen Verdiinnungsstufen erfasst und somit eine
Grofdenordnungsbestimmung ermoglicht. Es wird jedoch auch deutlich, dass bei Anwesenheit des Roh-
stoffs DNA verloren geht. Vermutlich wird beim ersten Schritt der DNA-Extraktion (die Zentrifugation
der Zellsuspension) nicht das komplette Zellpellet erfasst. Moglicherweise behindern die Rohstoffmo-
lekiile die Pellettierung, wodurch keine vollstindige Wiederfindung der DNA-Konzentration moglich
ist. Im Vergleich fiihrte die klassische DNA-Isolierung mit Phenol-Chloroform zu keinen grof3eren Aus-
beuten an DNA in Anwesenheit des Rohstoffs als die Nutzung des DNA-Isolierungskits.

6 Diskussion und Schlussfolgerungen

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde der Biotest (RAL-UZ 102), zur Checkliste gemafd Anhang
1, iberarbeitet und ein Verfahrensablauf erstellt, nach dem in Zukunft die Gebrauchstauglichkeit von
Topfkonservierern bestimmter Konzentration in wasserbasierten Innenraumbauprodukten gepriift
wird. Bisher wurden bei der Vergabe des Umweltzeichens ,Blauer Engel” beziiglich der Wirksamkeit
von Konservierungsmitteln gegeniiber Mikroorganismenbefall im Gebinde die Ergebnisse aus der Prii-
fung mit weifsen Innenraumwandfarben als maf3geblich fiir alle anderen Innenraumbauprodukte be-
trachtet. Es ist jedoch offensichtlich, dass sich die Bauprodukte in vielerlei Hinsicht voneinander un-
terscheiden, wie z. B. in ihrer Viskositdt oder dem Wassergehalt. Im Forschungsvorhaben wurde iiber-
prift, ob die Ergebnisse fiir weifde Innenraumdispersionsfarben auf Dispersionsklebstoffe iibertragbar
sind.

6.1 Revision des Gebrauchstauglichkeitstests

Ausgehend von den Untersuchungen und Ergebnissen mit weifder Innenraumdispersionsfarbe wurden
folgende Veranderungen bei der Durchfithrung des Testverfahrens vorgeschlagen:

1. Zusatzliche Beriicksichtigung einer kiinstlichen Alterung

Im Rahmen der Uberarbeitung des Biotests wurde eine kiinstliche Alterung der Produkte in das Test-
verfahren aufgenommen. Die Produkte wurden dazu iiber einen Zeitraum von vier Wochen bei 40 °C
gelagert und anschliefRend hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Mikroorganismen untersucht.
Nach Diskussion mit den Farb- und Konservierungsmittelherstellern wurde beschlossen, fiir die kiinst-
liche Alterung verschiedene Temperaturstufen in die Methode aufzunehmen, um den Anforderungen
der einzelnen Produkte besser gerecht zu werden. In Anlehnung an die Methode 46.3 (accelerated sto-
rage procedure, Stand 2017) der CIPAC (Collaborative international pesticides analytical council) sind
folgende Temperaturen fiir die kiinstliche Alterung moglich:

54 + 2 °C: 14 Tage

50 £ 2 °C: 4 Wochen
45 + 2 °C: 6 Wochen
40 + 2 °C: 8 Wochen
35+ 2°C:12 Wochen
30 £ 2 °C: 18 Wochen

Die Durchfithrung des mikrobiologischen Belastungstests zeigte, dass bereits innerhalb einer Produkt-
gruppe die Ergebnisse nicht aufeinander iibertragbar sind. Innenraumdispersionsfarben mit einer
MIT/BIT Konservierung waren nach der kiinstlichen Alterung der Proben in geringerem Maf? anfallig
gegeniiber mikrobiellem Befall als die ungealterten Proben. Die Ursache dafiir ist nicht bekannt, es
kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass wahrend der Alterung Abbauprodukte der Konservie-
rungsmittel entstehen, die eine hohere Wirksamkeit gegentiber Mikroorganismen haben.

Bei der Innenwandfarbe, die mit ZnP/BIT konserviert war, wurde nach der Alterung dagegen eine er-
hohte Anfalligkeit gegentiiber Bakterien beobachtet. Die Farbe wurde vor dem Belastungstest werks-

74




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

seitig desinfiziert, um ein konservierungsmittelfreies Produkt zu erhalten. Nach Ablauf des Belas-
tungstests wurde bei der unkonservierten Farbe nur nach der kiinstlichen Alterung ein bakterielles
Wachstum nachgewiesen. Die ungealterte Farbe hingegen erlaubte kein Wachstum von Bakterien. Es
ist denkbar, dass das Desinfektionsmittel erst wahrend der kiinstlichen Alterung vollstindig abgebaut
bzw. unwirksam wurde und somit ein Wachstum der Bakterien erlaubte. Auch zwei weitere Farben,
die mit verschiedenen ZnP/BIT-Konzentrationen konserviert waren, waren nach der kiinstlichen Alte-
rung anfalliger gegeniiber Bakterien (siehe 3.1.3).

Auch bei den Klebstoffen zeigte sich nach Alterung der Proben bei dem unkonservierten Klebstoff eine
erhohte Anfalligkeit gegeniiber Bakterien. Die Tatsache, dass bei dem Klebstoff mit einer geringeren
Konservierungsmittelkonzentration (Mischung) weder ein Wachstum noch ein Auftreten von Kolonien
nachweisbar war, lasst vermuten, dass die vorhandene Konzentration von MIT und BIT ausreicht, um
das Produkt effektiv gegeniiber Mikroorganismen zu schiitzen. Damit unterscheidet sich der Bodenbe-
lagsklebstoff von den Wandfarben, bei denen im Belastungstest mit Bakterien unter gleichen Bedin-
gungen die Ausbildung von Kolonien nachgewiesen wurde.

2. Bestimmung des Biozidgehalts in den Innenraumbauprodukten

Die Bestimmung des Konservierungsmittelgehalts in einem Produkt ist von besonderer Bedeutung,
um Aussagen iiber die Stabilitdt des Biozids treffen zu konnen. Der revidierte Belastungstest sieht eine
Kontrolle des Biozidgehalts sowohl vor und nach der kiinstlichen Alterung als auch nach Ablauf des
Belastungstests vor. Auf diese Weise ldsst sich unterscheiden, ob eine Zersetzung des Biozids durch
kiinstliche Alterung ein mikrobielles Wachstum erméglicht oder ob die eingesetzte Konservierungs-
mittelmenge in dem Produkt zu gering ist.

3. Herabsetzen der Inokulationszyklen

Der bestehende Test nach RAL-UZ 102, Annex 1, geht von einer sehr hohen Keimbelastung in dem ab-
zufiillenden Produkt aus (100 bis 1000 Millionen Keime je Milliliter). Derzeit wird ein wiederkehren-
der Belastungstest durchgefiihrt, bei dem das Produkt sechsmal mit dieser hohen Keimzahl angeimpft
wird. Es ist jedoch zweifelhaft, ob in der Realitit vor Abfiillung des Produkts in ein Gebinde eine derart
hohe Keimbelastung vorliegt. Folgende Ereignisse kdnnen potentiell zum Keimeintrag in ein Gebinde
fiihren:

- In einer Produktionsanlage finden sich an mehreren Stellen Totrdume, in denen sich Riick-
stande bilden kdnnen, wodurch die Ausbildung eines Biofilms begiinstigt wird. Durch Ablésen
des Biofilms kommt es schliefdlich zu einem hohen lokalen Keimeintrag beim Einfiillen des Pro-
dukts in das Gebinde.

- handelsiibliche Farbeimer sind nicht vollkommen luftdicht, so dass ein Gasaustausch mit der
Umgebung stattfindet und auf diesem Wege geringfiigige Mengen an Keimen in das Produkt
gelangen.

- Eine weitere mikrobiologische Belastung des Produkts erfolgt schlieflich bei Offnen des Far-
beimers durch den Kunden und die Nutzung verschmutzter Werkzeuge (Pinsel, Farbrollen
etc.).

Unter Annahme eines schlimmsten Falles wird daher im liberarbeiteten Testverfahren die Ge-
brauchstauglichkeit von Konservierungsmitteln in einem Produkt durch dreimalige Beimpfung mit ei-
ner Mikroorganismensuspension hoher Zellzahl (1*108-5*108 KBE/ml bei Bakterien und 8*107 - 2*108
KBE/ml bei Hefen) gepriift. Es wird bewusst nicht in Betracht gezogen, dass der Verbraucher die Farbe
nach der ersten Nutzung tiber langere Zeitraume unsachgemaf3 lagert oder mehrere Male mit ver-
schmutzten Werkzeugen Farbe entnimmt. Informationen zur Lagerfihigkeit nach dem ersten Offnen
des Gebindes sollten fiir den Kunden vom Hersteller bereitgestellt werden.

4. Einfiihren eines Tests fiir Hefen und Schimmelpilze

Der derzeit giiltige biologische Gebrauchstauglichkeitstest priift nur mit Bakterien; Schimmel- und He-
fepilze werden nicht berticksichtigt. Bei Diskussionen mit Vertretern der Farbenindustrie wurde deut-
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lich, dass insbesondere auch Hefen problematisch sein kdnnen. Die in diesem Vorhaben durchgefiihr-
ten Versuche mit Dispersionsinnenfarbe zeigten, dass sich Hefen und Bakterien durchaus unterschied-
lich verhalten. Wurde eine VA/E-haltige Farbe mit einem geringeren Konservierungsmittelgehalt ein-
gesetzt (Mischung 1), waren nach der kiinstlichen Alterung keine Bakterien mehr nachzuweisen. Dies
deutet darauf hin, dass diese Farbe unter den Testbedingungen ausreichend gegeniiber bakteriellem
Befall geschiitzt war. Wurde der Versuch mit Hefen durchgefiihrt, waren unter den gleichen Bedingun-
gen Kolonien nachweisbar, wodurch eine héhere Konservierung des Produkts erforderlich wird. Dies
zeigt, dass es von grofder Bedeutung ist, neben Bakterien auch Hefen bei dem Testverfahren zu bertick-
sichtigen. Erst durch Untersuchungen mit verschiedenen Mikroorganismen lassen sich Aussagen iiber
die notwendige Konservierung des Produkts treffen. Die Versuche mit den Schimmelpilzen zeigten le-
diglich bei einer kiinstlich gealterten Farbe ein Wachstum von Schimmel an der Oberflache des Pro-
dukts.

5. Quantitative Bestimmung der Zellzahl

Die derzeitig giiltige Methode priift, ob ein bestimmter Gehalt an Biozid eine Desinfektion des Pro-
dukts vor Abfiillung in ein Gebinde bewirken kann. Die Probe wird dazu auf einem Ndhrmedium aus-
gestrichen und hinsichtlich des Auftretens von Kolonien untersucht. Sobald Kolonien auf der
Nahragarplatte nachgewiesen werden, gilt der Test als nicht bestanden. Diese qualitative Bestimmung
der Zellzahl erlaubt Aussagen hinsichtlich der Sterilitidt eines Produkts. Gespriache mit Vertretern der
Farbindustrie zeigten, dass ein Keimgehalt von 10% Keimen durchaus als akzeptabel angesehen wird.
Hierbei muss sichergestellt werden kénnen, dass es zu keinem unkontrollierten Wachstum der Mikro-
organismen und damit einhergehend zu einem Qualitatsverlust des Produktes kommt. In der iiberar-
beiteten Priifmethode wird eine quantitative Bestimmung der Zellzahl bei jedem Beimpfungszyklus,
sowie zu Beginn und nach Ablauf des Belastungstests, gefordert. Auf diese Weise erhélt man Informati-
onen dariiber, ob ein mikrobielles Wachstum vorliegt oder ob die Mikroorganismen weiterhin lebens-
fahig sind, sich jedoch nicht vermehren kénnen.

Die Ergebnisse der Belastungstests mit Wandfarben und Bodenbelagsklebstoffen zeigen, dass die An-
forderungen an die Konservierung nicht von einem Produkttyp auf andere iibertragbar sind. Bereits
innerhalb der Produktgruppe Wandfarben wurde eine Abhdngigkeit des Konservierungsmittelbedarfs
von der Art des Bindemittels und den verwendeten Mikroorganismen (Bakterien, Hefen oder Schim-
melpilze) nachgewiesen. In den vorliegenden Untersuchungen war Klebstoff, konserviert mit der
Haélfte der fiir Farben erforderlichen Konservierungsmittelkonzentration, bereits ausreichend gegen-
tiber mikrobiellem Befall geschiitzt.

Diese Beispiele zeigen, dass die Mindestmengen, die zur Gebindekonservierung erforderlich sind, spe-
zifisch fiir einen Produkttyp sein konnen. Bei Farben konnte die Erfassung verschiedener Produktty-
pen z.B. iiber das Bindemittel definiert werden. Die Farbindustrie wurde nach Vorstellung der Ergeb-
nisse und anschliefdender Diskussion im Dezember 2017 aufgefordert, hierzu Vorschlage zu unterbrei-
ten.

Bei der Festlegung der erforderlichen Mengen an Gebindekonservierung sollte eine worst-case- Be-
trachtung maf3geblich sein. Es gilt hierbei, dass alle Gruppen von Mikroorganismen bei gealterten und
ungealterten Produkten durch das eingesetzte Konservierungsmittel unter 1000 Keimen je ml Produkt
zu halten sind. Ausdriicklich zugelassen soll die zusatzliche Priifung mit Industriekeimen sein, sofern
diese molekularbiologisch definiert und in einer anerkannten Stammsammlung hinterlegt und zuging-
lich sind. Sollten diese ,Industriekeime” hohere Konservierung nachweislich erforderlich machen, so
ist auch dieses Ergebnis als ,,worst-case” in Betracht zu ziehen.

6.2 Alternativer Schutz von wasserbasierten Innenraumfarben

Wasserbasierte Dispersionsfarben bieten Bakterien und Pilzen oft geeignete Wachstumsbedingungen.
Flir die meisten Farben stellt die Topfkonservierung daher eine Méglichkeit dar, dass Produkt gegen-
liber mikrobiellem Befall zu schiitzen. Die eingesetzten Isothiazolinone stehen jedoch aufgrund ihres
allergenen Potentials in der Kritik und somit sind alternative Verfahren erforderlich, um wasserba-
sierte Produkte effektiv gegeniiber Wachstum von Mikroorganismen im Gebinde zu schiitzen.
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Konservierungsmittelfreie Farben

Durch die geplante Einstufung von MIT als 1A Sensitiser mit einer SCL (specific concentration limit)
von 215 ppm (0,0015 %) und die vorgeschlagene Neueinstufung von Zinkpyrithion als reproduktions-
toxisch Kategorie 1B sind Alternativen zur Konservierung von Dispersionsfarben gefragt. Einige Farb-
hersteller haben bereits Silikatfarben in ihrem Sortiment, welche als konservierungsmittelfrei dekla-
riert sind und somit auch gut fiir Allergiker geeignet sind. Es werden dabei drei Typen von Silikatfar-
ben unterschieden: die reine Silikatfarbe, Dispersionssilikatfarben und Sol-Silikatfarben. Allen diesen
Farben ist gemein, dass sie als Bindemittel Wasserglas enthalten, das mit der mineralischen Oberfla-
che verkieselt und infolge dessen zu einer hohen Langlebigkeit fiihrt. Die Farben zeichnen sich zudem
durch eine hohe Alkalitdt aus, welche das Wachstum von Mikroorgansimen verhindert. Trotz des of-
fensichtlichen Vorteils der Konservierungsmittelfreiheit bleibt zu beriicksichtigen, dass es sich bei Sili-
katfarben um Produkte mit einem hohen alkalischen pH-Wert (pH 10,4-11,1) handelt. Gemaf3 der CLP-
Verordnung werden Stoffe und Gemische mit einem pH von mindestens 11,5 als hautidtzend der Kate-
gorie 1 eingestuft und miissen entsprechend deklariert werden (GHSO5, H 314 und P-Satze). Wird ein
Stoff oder ein Gemisch unter Berticksichtigung der alkalischen Reserve trotz des hohen pH-Werts fiir
nicht hautitzend gehalten, so ist dies durch eine geeignete in-vitro-Priifung zu belegen (Abschnitt
3.2.3.1.2, Anhang 1 der CLP-Verordnung). Bei den Silikatfarben bleibt zudem zu berticksichtigen, dass
sie nicht gleichermafen fiir alle Oberflachen geeignet sind und auch viele organische Pigmente bei ho-
hen pH-Werten nicht stabil sind, wodurch es zu einer Einschrankung bei den Farbténen kommt. Des
Weiteren sind sie fiir Druckfarben und viele Lacke nicht realisierbar, da die Rohstoffe bei einem hohen
pH-Wert instabil sind. Kénnen gesundheitliche negative Folgen fiir den Verbraucher ausgeschlossen
werden, konnen Silikatfarben dennoch eine gute Alternative zu konservierungsmittelhaltigen Farben
darstellen. Es ist jedoch nicht auszuschliefden, dass sich Mikroorganismen iiber die Zeit an den erh6h-
ten pH-Wert adaptieren und neue Strategien zum Produktschutz erforderlich werden. Nach dem aktu-
ellen Stand der Technik ist ein kompletter Verzicht auf Konservierungsmittel nicht in allen Farben und
Lacken moglich.

Sterile Produktion

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde diskutiert, ob es Moglichkeiten gibt, eine Farbe steril zu
produzieren und somit eine bessere Haltbarkeit des Produkts zu erreichen. Bei der Produktion von
Dispersionsfarben handelt es sich um einen komplexen Prozess, bei dem der Keimeintrag so frith wie
moglich verhindert werden soll. Bei den innerhalb des Forschungsprojektes durchgefiihrten Werksbe-
gehungen wurde gezeigt, dass die Anlagen in regelmafdigen Abstdnden nach einem Hygieneplan gerei-
nigt und desinfiziert werden. Zudem wird bei neuen Produktionsanlagen auf eine gradlinige und ver-
zweigungsfreie Zufuhr der Stoffe in die Produktion geachtet. Dennoch gibt es an mehreren Stellen Tot-
raume, bei denen ein mikrobielles Wachstum durch Riickstande aus der Produktion nicht verhindert
werden kann. Problematisch erweist sich laut Herstellerangaben zudem, dass besonders mineralische
Rohstoffe nicht keimfrei sind und folglich zunachst sterilisiert werden miissten. Bestrahlungsmetho-
den sind dabei aufgrund der Absorptionseigenschaften der Rohstoffe allerdings nicht méglich oder
konnen bei polymeren Bindemitteln zu einem Abbau und zu einer Verdnderung des Produkts fiihren.
Auch ein Erhitzen der Rohstoffe ist nicht geeignet, da viele Dispersionen und Additive thermo-instabil
sind. Zudem kann auf diesem Wege nicht garantiert werden, dass alle Sporen abgetétet werden. Auch
eine Sterilisation durch autoklavieren ist nicht umsetzbar, da es unter diesen Bedingungen zu einer
Vernetzung der polymeren Bestandteile kime, wodurch die Dispersionsfarbe unbrauchbar wiirde.
Laut Farbenhersteller ist es somit nicht méglich, die einzelnen Bestandteile einer Farbe problemlos zu
sterilisieren. Es wurde auch diskutiert, ob es realisierbar wire, anstelle der Rohstoffe das Endprodukt
zu sterilisieren, bevor es in das Gebinde abgefiillt wird. Auch hierfiir gibt es bisher kein technisch ge-
eignetes Verfahren, mit dem die Dispersionsfarbe sterilisiert werden kann, ohne sie in ihren Eigen-
schaften nachteilig zu verandern.
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6.3 Die qPCR zur Quantifizierung mikrobieller Verunreinigungen in Rohstoffen

Mikrobielle Verunreinigungen von Farben kdnnen zu einer verminderten Produktqualitét fiihren. Da
Dispersionsfarben Naturstoffe wie Kreide oder Zellulose enthalten, sind diese eine Nahrungsquelle fiir
Mikroorganismen. Oft erhalten die Farbhersteller Rohstoffe, die bereits mit Keimen verunreinigt sind.
Durch die Stoffwechselvorgdnge der Mikroorganismen kann das Produkt geschadigt werden. Die Be-
stimmung der Keimzahl mit Hilfe von Agarplatten ist allerdings sehr zeitaufwendig (Inkubationszeit 2-
3 Tage). Dieser Zeitraum ist zu lang, um gezielt in den Industrieprozess einzugreifen und die Biozid-
konzentration anzupassen, die das Bakterienwachstum wahrend der Lagerung verhindert und eine
langere Haltbarkeit gewdahrleistet. Daher sollte in diesem Projekt eine schnelle Quantifizierung der
Keimbelastung mit Hilfe der qPCR untersucht werden.

Erste Versuche zeigten, dass es qualitativ moglich ist, DNA von P. aeruginosa aus angeimpfter Dispersi-
onsfarbe zu isolieren und durch die PCR nachzuweisen. Fiir die Quantifizierung mit Hilfe der qPCR
wurde zundchst eine Kalibrierungsgerade fiir die Bestimmung der DNA-Konzentration von P. aerugi-
nosa optimiert und schlief3lich eine Effizienz von 103% sowie eine Steigung von -3,3 erzielt. Ebenso
gelang es, eine Kalibrierungsreihe fiir das grampositive Bakterium B. subtilis zu etablieren. Fiir die
Hefe Candida lipolytica dagegen war es nicht mdglich, eine Kalibrierungsgerade zu erstellen; die
Schmelzkurven wiesen immer wieder Primerdimere auf, die auf unspezifische Amplifikate hinwiesen
(Ergebnisse nicht gezeigt).

Bei den folgenden Untersuchungen gelang es, Bakterien-DNA aus gezielt mikrobiell belasteten Rohstoffen
zu isolieren. Jedoch hing die Wiederfindung der DNA von der Beschaffenheit des jeweiligen Rohstoffs ab.
So liefd sich zum Beispiel keine DNA aus Pigmentpaste isolieren. Bei der Wiederfindung der DNA in kiinst-
lich angeimpften Rohstoffen gab es in der Regel erhebliche Abweichungen gegeniiber der Kontrolle. Das
Problem trat sowohl bei Untersuchungen mit verschiedenen DNA-Isolierungkits als auch bei der DNA-
Aufreinigung nach der klassischen Phenol-Chloroform Extraktion auf.

Allein bei der Reinacrylatdispersion 2 wurde DNA aus dem angeimpften Rohstoff, verglichen mit der Kon-
trolle, vollstandig isoliert (siehe Tabelle 47). Allerdings wurde bei der Quantifizierung mit Hilfe der qPCR
nur noch etwa 4% der DNA gegeniiber der Kontrolle wiedergefunden (siehe Abbildung 24 sowie Tabelle
48). Auch ein Versuch, Bakterien-DNA direkt aus lebenden Zellen mit Hilfe der qPCR zu quantifizieren,
misslang. Moglicherweise hat hier die Komplexitit des Rohstoffs die qPCR behindert, wihrend die DNA-
I[solierung unproblematisch war. Damit zeigten diese Versuche, dass es zwar moglich ist, Bakterien-DNA
aus mikrobiell belasteten Rohstoffen zu isolieren, dass es aber nicht gelang diese quantitativ und repro-
duzierbar aus der Matrix zu l6sen. Es traten stets Verluste im Vergleich zu einer wassrigen Zellsuspension
auf. Daher wurde auf weitere Untersuchungen zur Fluoreszens-basierten Differenzierung von toten und
lebenden Zellen verzichtet.

Als alternatives Analyseverfahren sollten die Moglichkeiten der Durchflusszytometrie in Betracht ge-
zogen werden. Bei diesem Verfahren lagert sich ein fluoreszierender Farbstoff an den entsprechenden
Zielkeim an und ermdoglicht tiber eine Laserdetektion die Identifikation von Einzelzellen in einer Zell-
population. Hinderlich konnten hierbei z.B. Autofluoreszenz und Schmutzpartikel aus der Dispersion
sein, die zu einer Verfalschung der Zellzahlergebnisse fithren konnten.

6.4 Ausblick

Fiir Dispersionsfarben wurde ein neuer Gebrauchstauglichkeitstest entwickelt. Der neue Test ist auf-
wendig (getrennte Priifung von Bakterien, Pilzen und Hefen), er ermdéglicht aber genauere Aussagen
tiber Wirksamkeit der Konservierung und damit iiber die Stabilitat der Farbe als der vorhergehende
Test der Vergabegrundlage. Daneben gibt es eine stetige Weiterentwicklung von Dispersionsfarben,
die nicht mit Bioziden haltbar gemacht werden. Diese neuen Dispersionsfarben haben in der Regel ei-
nen hoheren pH-Wert unterhalb der Kennzeichnungsgrenze, der die Haltbarkeit der Farbe gewahrleis-
ten soll. Diese Entwicklung sollte im Hinblick auf den Blauen Engel weiterbeobachtet werden.

Neben Dispersionsfarben miissen auch andere Bauprodukte konserviert werden wie beispielweise La-
cke und Bodenbelagsklebstoffe. Der neu entwickelte Gebrauchstauglichkeitstest sollte grundsatzlich
auch fiir diese Produkte geeignet sein, fiir die richtige Anwendung und die Bewertung der Ergebnisse
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besteht allerdings noch Forschungsbedarf. Fiir den qPCR-Test gab es verschiedene Uberlegungen fiir
sinnvolle Anwendungen im Rahmen der Betriebshygiene. Die Forschungsergebnisse zeigen jedoch,
dass verlassliche Aussagen fiir Dispersionsfarben schwierig sind und eine Anwendung in der Praxis
derzeit nicht absehbar ist.
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8 Anhang

8.1 Anlage 4a zur Vergabegrundlage DE-UZ 102 “Emissionsarme Innenwandfar-
ben“

Durchfiihrung eines Biotests mit Bakterien

Zur Ermittlung der minimalen Menge an Biozidprodukt* ist vom Antragsteller ein Gebrauchstauglich-
keitstest nach folgendem Verfahren durchzufiihren:

Eine Labormethode zur Ermittlung der erforderlichen Konzentration eines Biozidprodukts ge-
gen Bakterien in emissionsarmen Innenwandfarben gemif3 DE-UZ 102

1. Geltungsbereich

Die Methode kann angewendet werden, um die Wirksamkeit von Biozidprodukten beziiglich
der Verhinderung des Wachstums und des Uberlebens von Schadorganismen in wissrigen, po-
lymerbasierenden, emissionsarmen Innenwandfarben zu priifen. Dieses Verfahren wird analog
zur Aufnahme von Biozidprodukten in den Anhang 1 der Vergabegrundlage DE-UZ 102 , Emis-
sionsarme Wandfarben“ und beim Nachweis der Eignung fiir andere Gemische angewendet.

2. Gesundheitshinweis

Nationale Gesundheitsvorschriften miissen bei der Versuchsdurchfiihrung beachtet werden.
Gleiches gilt fiir die EG Richtlinie 200/54/EG ‘Schutz der Arbeitnehmer gegen Gefahrdung
durch biologische Arbeitsstoffe bei der Arbeit’. Bei der Handhabung von Dispersionsfarben und
Bioziden sind die Angaben in den entsprechenden Sicherheitsdatenbliattern und Produktinfor-
mationen fiir den sicheren Umgang mit diesen Produkten zu beachten.

*Produkttyp 6 gemafs der Biozidprodukteverordnung (EU Nr. 528/2012)

3. Gerate und Nahrmedien

— geeignete sterile Schraubgefafie (100 ml);

— sterile Messpipetten, Nennvolumen 1,0 ml und 5,0 ml;

— sterile Petrischalen aus Glas oder Kunststoff, Durchmesser 90 oder 100 mm;

— sterile Verdiinnungslosung; z.B. destilliertes Wasser (fiir Agar) gemaf3 ISO 3696;

— physiologische Kochsalzlosung (zum Abwaschen und Verdiinnen der Bakterienkulturen);

— Waage;

— Pipette und 0,1 cm3 sterile Spitzen;

— Bunsenbrenner;

— Brutschrank, thermostatisierbar (30 +/- 2°C);

— Autoklav;

— sterile Impfosen oder Impfnadeln;

— sterile Spatel;

— sterile Ndhrmedien fiir die entsprechenden Mikroorganismen, Zusammensetzung und Herstel-
lung;

— pH-Messgerat;

— Reagenzglaser;

— Bakterien-Stammkulturen;
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— Reagenzglasstinder;

— Reagenzglasschiittler

— Zahlkammer (Tiefe 0,02 mm)
— Mikroskop

4. Priiforganismen

Die folgenden Bakterien sollten fiir den Keimbelastungstest herangezogen werden:

Bakterien:

Alcaligenes faecalis BAM 604, DSM 6174, ATCC 35655
Escherichia coli BAM 605, DSM 787, ATCC 11229
Pseudomonas aeruginosa BAM 60, DSM 939, ATCC 15442
Pseudomonas putida BAM 644, DSM 291T, ATCC 12633
Pseudomonas stutzeri BAM 607, DSM 519071, ATCC17588

Weitere Keime, die stdndig wiederkehrend zu Infektionen fiihren, kénnen zusatzlich fiir eine separate
Impfsuspension herangezogen werden. Bei diesen Organismen, die als Reinkulturen vorliegen miissen,
soll eine molekularbiologische Charakterisierung vorgenommen werden, wodurch der verwendete
Bakterienstamm eindeutig bestimmt werden kann. Die Organismen sollen bei einer anerkannten
Stammsammlung hinterlegt werden.

5. Methode

Zu Beginn der Versuche erfolgt eine Eingangskontrolle der zu testenden Materialien. Hierzu wird die
Farbe mit einer sterilen Impfose auf Nahragarplatten ausgestrichen und auf mogliches Wachstum
Uiberpriift. Gepriift werden miissen ungealterte Proben als auch kiinstlich gealterte Proben (s. 5.2). In
beiden Fillen muss das Pass/Fail-Kriterium (s. 5.5) erreicht werden.

5.1 Impfsuspensionen-Zubereitung

5.1.1 Die Priiforganismen werden von einer Dauerkultur (z.B. Kryokultur) auf Nahragarplatten aus-
gestrichen und fiir 18 - 24 h bei 30 °C + 2 °C inkubiert *.

5.1.2 Die Bakterien werden von diesen Platten auf frische Nahragarplatten tiberimpft (2. Subkultur)
und fiir 18 - 24 h bei 30 °C + 2 °C inkubiert*. Ausschliefdlich diese Kulturen werden fiir den Be-
lastungstest eingesetzt.

5.1.3 Es werden getrennte Suspensionen von jedem Bakterienstamm zubereitet. Hierzu wird die be-
wachsene Oberflache der Nahragarplatte mit einer sterilen Verdiinnungslosung, z.B.
physiologische Kochsalzlosung, benetzt und der Bewuchs vorsichtig mit einem sterilen Watte-
stab abgewaschen.

5.1.4 Die Anzahl der Organismen in jeder Suspension wird mittels einer geeigneten Zahlkammer er-
mittelt (z. B. Thoma-Kammer, Kammertiefe 0,02 mm). Die Zellzahl der einzelnen Bakteriensus-
pensionen soll

1*108 - 5 *108 KBE/ml

betragen.

Die vorbereitete Impfsuspension muss noch am gleichen Tag verwendet werden und sollte bis
zum Gebrauch im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

5.1.5 Zur Herstellung der Mischsuspension werden gleiche Volumina jeder einzelnen Bakteriensus-
pension gemischt. Die Zellzahl soll dann ebenso

1*108 - 5 *108 KBE/ml

betragen.
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5.1.6 Die eingestellte Zellzahl der Mischsuspension wird durch ausplattieren einer geeigneten Ver-

diinnungsstufe der Mischkultur auf CASO-Agar und Bestimmung der koloniebildenden Einhei-
ten kontrolliert.

* Sollten separat auch hauseigene Priifstimme verwendet werden, so kann die Inkubationszeit fiir
diese Keime nach Bedarf angepasst werden. Die gednderten Parameter fiir die Priifung mit hauseige-
nen Keimen miissen im Priifbericht vermerkt werden.

5.2
5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

5.2.5

5.3
53.1

5.3.2

5.3.3

534
5.3.5

5.3.6

5.3.7

Kiinstliche Alterung

Das Biozidprodukt wird in geeigneten Konzentrationsreihen der Dispersionsfarbe hinzugefiigt,
die Proben kraftig gemischt und fiir mindestens zwei Tage bei Raumtemperatur gelagert.

Es werden geeignete Anteile (z.B. 50 g oder 100 g) der Dispersionsfarbe in sterile Schraubge-
fafde eingewogen und diese fest verschlossen.

Zusatzlich dienen sechs unkonservierte Proben als Kontrollen. Hiervon werden drei Proben
mit Bakterien beimpft (Positivkontrolle), die anderen drei Proben bleiben unbeimpft (Negativ-
kontrolle, bzw. Riickstellmuster).

Die Proben werden fiir 4 Wochen bei 40 °C + 2 °C oder alternativ fiir 18 Wochen bei 30 °C + 2
°C gelagert.

Nach 4-bzw. 18-wochiger Alterung wird der Keimbelastungstest wie unter 5.3 beschrieben
durchgefiihrt.

Keimbelastungstest

Jede Probe (mit Ausnahme der Negativkontrolle) wird mit gleichem Volumen der Mischsuspen-
sion dquivalent zu 1,0% des Probengewichtes beimpft. Die Probe wird mit einem sterilen Spatel
gut vermischt und die Schraubgefifie anschliefend so verschlossen, dass ein Sauerstoffzutritt
in das Gefafd gewahrleistet ist.

Zur Bestimmung der mikrobiellen Anfangsbelastung aller Proben wird eine geeignete Verdiin-
nungsreihe angesetzt und auf Nahragarplatten ausplattiert oder flr ein Plattengussverfahren
eingesetzt. Anschliefend sind die Platten bei 30 °C * 2°C fiir max. 3 Tage zu bebriiten*. Die An-
zahl der koloniebildenden Einheiten wird mittels eines geeigneten Verfahrens quantitativ er-
mittelt.

Zur Kontrolle der Vitalitit der verwendeten Bakterien wird die Mischsuspension wie unter
5.3.2 beschrieben angesetzt und ausgezahlt.

Alle Proben werden fiir 7 Tage bei 30 °C + 2°C inkubiert.

Zur Bestimmung der Keimzahl in den Proben wird eine geeignete Verdiinnungsreihe angesetzt
und auf Nahragarplatten ausplattiert oder fiir ein Plattengussverfahren eingesetzt. Nach dem
Bebriiten der Platten bei 30°C + 2°C fiir max. 3 Tage * sind die koloniebildenden Einheiten zu
ermitteln.

Die Schritte 5.3.1 bis 5.3.5 werden in wochentlichen Intervallen wiederholt, bis insgesamt 3
Impfzyklen durchgefiihrt sind. Nach insgesamt 6 Wochen Inkubation bei 30 °C + 2 °C ist der
Test beendet und es wird eine abschlief3ende Bestimmung der koloniebildenden Einheiten vor-
genommen.

Zur Differenzierung der Wirksamkeit verschiedener Biozidkonzentrationen in Abhdngigkeit
von der Inkubationsdauer kdonnen zusatzliche Keimzahlbestimmungen, z.B. nach 1 und 3 Tagen
nach Beimpfung, durchgefiihrt werden.
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5.4

Validitit der Priifung

Die Priifung ist valide, wenn die Wachstumsfahigkeit des Inokulums auf CASO-Agar in Petrischalen
nachgewiesen werden konnte (s. Punkt 5.1.6).

5.5
5.5.1

5.5.2

5.6

Pass./. Fail Kriterien

Die kurative Wirkung des Biozids in der Farbe durch die eingesetzte Biozidkonzentration ist
gegeben, wenn nach Ablauf des Tests die Keimzahl < 1000 KBE /ml ist.

Die Wirksamkeit eines zu priifenden Biozids kann nicht nachgewiesen werden, wenn in der
biozidfreien Farbe nach Beimpfung und Ablauf des Tests die Keimzahl < 1000 KBE/ml ist.

Nachweis signifikanter Unterschiede

Es sind geeignete statistische Methoden anzuwenden, die signifikante Unterschiede zwischen den
Keimzahlen in den mit Topfkonservierern behandelten Proben und den unbehandelten Proben ggf.
nachweisen kénnen.

Nidhrmedium CASO-Agar

Das Medium setzt sich aus 1,5 % Pepton aus Casein, 1,5 % Pepton aus Soja, 0,5 % Natriumchlorid und
1,5 % Agar zusammen. Der pH betragt bei 7,3 + 0,2.

Zubereitung

40 g Nahragar sind in 1 L destillierten Wasser zu suspendieren, bis zum vollstindigen Lésen zu rithren
und 15 Minuten bei 121°C zu autoklavieren.

8.2 Anlage 4b zur Vergabegrundlage DE-UZ 102 “Emissionsarme Innenwandfar-

“

ben

Durchfiihrung eines Biotests mit Hefen

Zur Ermittlung der minimalen Menge an Biozidprodukt* ist vom Antragsteller ein Gebrauchstauglich-
keitstest nach folgendem Verfahren durchzufiihren:

Eine Labormethode zur Ermittlung der erforderlichen Konzentration eines Biozidprodukts ge-
gen Bakterien in emissionsarmen Innenwandfarben gemaf3 DE-UZ 102

Geltungsbereich

Die Methode kann angewendet werden, um die Wirksamkeit von Biozidprodukten beziiglich
der Verhinderung des Wachstums und des Uberlebens von Schadorganismen in wissrigen, po-
lymerbasierenden, emissionsarmen Innenwandfarben zu priifen. Dieses Verfahren wird analog
zur Aufnahme von Biozidprodukten in den Anhang 1 der Vergabegrundlage DE-UZ 102 , Emis-
sionsarme Wandfarben“ und beim Nachweis der Eignung flir andere Gemische angewendet.

Gesundheitshinweis

Nationale Gesundheitsvorschriften miissen bei der Versuchsdurchfiihrung beachtet werden.
Gleiches gilt fiir die EG Richtlinie 200/54/EG ‘Schutz der Arbeitnehmer gegen Gefahrdung
durch biologische Arbeitsstoffe bei der Arbeit’. Bei der Handhabung von Dispersionsfarben und
Bioziden sind die Angaben in den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern und Produktinfor-
mationen fiir den sicheren Umgang mit diesen Produkten zu beachten.
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*Produkttyp 6 gemaf3 der Biozidprodukteverordnung (EU Nr. 528/2012)

3. Gerate und Nahrmedien

— geeignete sterile Schraubgefafie (100 ml);

— sterile Messpipetten, Nennvolumen 1,0 ml und 5,0 ml;

— sterile Petrischalen aus Glas oder Kunststoff, Durchmesser 90 oder 100 mm;

— sterile Verdlinnungslésung; z.B. destilliertes Wasser (fiir Agar) gemaf3 ISO 3696;

— physiologische Kochsalzlésung (zum Abwaschen und Verdiinnen der Hefekulturen);

— Waage;

— Pipette und 0,1 cm3 sterile Spitzen;

— Bunsenbrenner;

— Brutschrank, thermostatisierbar (30 +/- 2°C);

— Autoklav;

— sterile Impfosen oder Impfnadeln;

— sterile Spatel;

— sterile Nahrmedien fiir die entsprechenden Mikroorganismen, Zusammensetzung und Herstel-
lung;

— pH-Messgerat;

— Reagenzglaser;

— Hefe-Stammkulturen;

— Reagenzglasstinder;

— Reagenzglasschiittler

— Zahlkammer (Tiefe 0,02 mm)

— Mikroskop

4. Priiforganismen

Die folgenden Hefen sollten fiir den Keimbelastungstest herangezogen werden:

Hefen:

Candida boidinii BAM 649
Candida lipolytica BAM 641
Candida valida BAM 643

Weitere Keime, die stdndig wiederkehrend zu Infektionen fiihren, konnen zusatzlich fiir eine separate
Impfsuspension herangezogen werden. Bei diesen Organismen, die als Reinkulturen vorliegen miissen,
soll eine molekularbiologische Charakterisierung vorgenommen werden, wodurch der verwendete
Hefestamm eindeutig bestimmt werden kann. Die Organismen sollen bei einer anerkannten Stamm-
sammlung hinterlegt werden.

5. Methode

Zu Beginn der Versuche erfolgt eine Eingangskontrolle der zu testenden Materialien. Hierzu wird die
Farbe mit einer sterilen Impfose auf Nahragarplatten ausgestrichen und auf mégliches Wachstum
tiberpriift. Gepriift werden miissen ungealterte Proben als auch kiinstlich gealterte Proben (s. 5.2). In
beiden Fallen muss das Pass/Fail-Kriterium (s. 5.5) erreicht werden.

51 Impfsuspensionen-Zubereitung

5.1.1 Die Priiforganismen werden von einer Dauerkultur (z.B. Kryokultur) auf Ndhragarplatten aus-
gestrichen und fiir 18 - 24 h bei 30 °C + 2 °C inkubiert *.
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5.1.2

5.1.3

514

5.1.5

5.1.6

Die Hefen werden von diesen Platten auf frische Nahragarplatten iiberimpft (2. Subkultur) und
fiir 18 - 24 h bei 30 °C + 2 °C inkubiert*. Ausschlief3lich diese Kulturen werden fiir den Belas-
tungstest eingesetzt.

Es werden getrennte Suspensionen von jedem Hefestamm zubereitet. Hierzu wird die bewach-
sene Oberflache der Nahragarplatte mit einer sterilen Verdiinnungslosung, z.B. physiologische
Kochsalzlosung, benetzt und der Bewuchs vorsichtig mit einem sterilen Wattestab abgewa-
schen.

Die Anzahl der Organismen in jeder Suspension wird mittels einer geeigneten Zdhlkammer er-
mittelt (z. B. Thoma-Kammer, Kammertiefe 0,02 mm). Die Zellzahl der einzelnen Hefesuspensi-
onen soll

1*108 - 5 *108 KBE/ml

betragen.

Die vorbereitete Impfsuspension muss noch am gleichen Tag verwendet werden und sollte bis
zum Gebrauch im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

Zur Herstellung der Mischsuspension werden gleiche Volumina jeder einzelnen Hefesuspen-
sion gemischt. Die Zellzahl soll dann ebenso

1*108 - 5 *108 KBE/ml
betragen.

Die eingestellte Zellzahl der Mischsuspension wird durch ausplattieren einer geeigneten Ver-
diinnungsstufe der Mischkultur auf CASO-Agar und Bestimmung der koloniebildenden Einhei-
ten kontrolliert.

* Sollten separat auch hauseigene Priifstimme verwendet werden, so kann die Inkubationszeit fiir
diese Keime nach Bedarf angepasst werden. Die gednderten Parameter fiir die Priifung mit hauseige-
nen Keimen miissen im Priifbericht vermerkt werden.

5.2
5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

5.2.5

5.3
5.3.1

Kinstliche Alterung

Das Biozidprodukt wird in geeigneten Konzentrationsreihen der Dispersionsfarbe hinzugefiigt,
die Proben kraftig gemischt und fiir mindestens zwei Tage bei Raumtemperatur gelagert.

Es werden geeignete Anteile (z.B. 50 g oder 100 g) der Dispersionsfarbe in sterile Schraubge-
fafde eingewogen und diese fest verschlossen.

Zusatzlich dienen sechs unkonservierte Proben als Kontrollen. Hiervon werden drei Proben
mit Bakterien beimpft (Positivkontrolle), die anderen drei Proben bleiben unbeimpft (Negativ-
kontrolle, bzw. Riickstellmuster).

Die Proben werden fiir 4 Wochen bei 40 °C + 2 °C oder alternativ fiir 18 Wochen bei 30 °C + 2
°C gelagert.

Nach 4-bzw. 18-wochiger Alterung wird der Keimbelastungstest wie unter 5.3 beschrieben
durchgefiihrt.

Keimbelastungstest

Jede Probe (mit Ausnahme der Negativkontrolle) wird mit gleichem Volumen der Mischsuspen-
sion dquivalent zu 1,0% des Probengewichtes beimpft. Die Probe wird mit einem sterilen Spatel
gut vermischt und die Schraubgefafie anschlief3end so verschlossen, dass ein Sauerstoffzutritt in
das Gefafd gewahrleistet ist.
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5.3.2 Zur Bestimmung der mikrobiellen Anfangsbelastung aller Proben wird eine geeignete Verdiin-
nungsreihe angesetzt und auf Ndhragarplatten ausplattiert oder fiir ein Plattengussverfahren
eingesetzt. Anschlief3end sind die Platten bei 30 °C + 2°C fiir max. 3 Tage zu bebriiten*. Die Anzahl
der koloniebildenden Einheiten wird mittels eines geeigneten Verfahrens quantitativ ermittelt.

5.3.3 Zur Kontrolle der Vitalitat der verwendeten Hefen wird die Mischsuspension wie unter 5.3.2 be-
schrieben angesetzt und ausgezahlt.

5.3.4 Alle Proben werden fiir 7 Tage bei 30 °C + 2°C inkubiert.

5.3.5 Zur Bestimmung der Keimzahl in den Proben wird eine geeignete Verdiinnungsreihe angesetzt
und auf Nahragarplatten ausplattiert oder fiir ein Plattengussverfahren eingesetzt. Nach dem
Bebriiten der Platten bei 30°C * 2°C fiir max. 3 Tage * sind die koloniebildenden Einheiten zu
ermitteln.

5.3.6 Die Schritte 5.3.1 bis 5.3.5 werden in wochentlichen Intervallen wiederholt, bis insgesamt 3
Impfzyklen durchgefiihrt sind. Nach insgesamt 6 Wochen Inkubation bei 30 °C + 2 °Cist der Test
beendet und es wird eine abschlieféende Bestimmung der koloniebildenden Einheiten vorge-
nommen.

5.3.7 Zur Differenzierung der Wirksamkeit verschiedener Biozidkonzentrationen in Abhangigkeit von
der Inkubationsdauer konnen zuséatzliche Keimzahlbestimmungen, z.B. nach 1 und 3 Tagen nach
Beimpfung, durchgefiihrt werden.

5.4 Validitit der Priifung

Die Priifung ist valide, wenn die Wachstumsfahigkeit des Inokulums auf PDA-Agar in Petrischalen
nachgewiesen werden konnte (s. Punkt 5.1.6).

5.5 Pass./. Fail Kriterien

5.5.1 Die kurative Wirkung des Biozids in der Farbe durch die eingesetzte Biozidkonzentration ist ge-
geben, wenn nach Ablauf des Tests die Keimzahl < 1000 KBE/ml ist.

5.5.2 Die Wirksamkeit eines zu priifenden Biozids kann nicht nachgewiesen werden, wenn in der bi-
ozidfreien Farbe nach Beimpfung und Ablauf des Tests die Keimzahl < 1000 KBE/ml ist.

5.6 Nachweis signifikanter Unterschiede

Es sind geeignete statistische Methoden anzuwenden, die signifikante Unterschiede zwischen den
Keimzahlen in den mit Topfkonservierern behandelten Proben und den unbehandelten Proben ggf.
nachweisen kénnen.

Ndhrmedium PD-Agar

Das Medium setzt sich aus 0,4 % Kartoffel-Infus, 2 % Glucose und 1,5 % Agar zusammen. Der pH liegt
bei 5,6 + 0,2. Um ein unerwiinschtes Wachstum von Bakterien zu unterdriicken, wurde dem PDA-
Nahrmedium Chloramphenicol in einer finalen Konzentration von 30 pg/ml zugegeben.

Zubereitung

40 g Nahragar sind in 1 L destillierten Wasser zu suspendieren, bis zum vollstdndigen Lésen zu rithren
und 15 Minuten bei 121°C zu autoklavieren.
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8.3 Anlage 4c zur Vergabegrundlage DE-UZ 102 “Emissionsarme Innenwandfar-
ben“

Durchfiihrung eines Biotests mit Schimmelpilzen

Zur Ermittlung der minimalen Menge an Biozidprodukt* ist vom Antragsteller ein Gebrauchstauglich-
keitstest nach folgendem Verfahren durchzufiihren:

Eine Labormethode zur Ermittlung der erforderlichen Konzentration eines Biozidprodukts ge-
gen Bakterien in emissionsarmen Innenwandfarben gemifd DE-UZ 102

1. Geltungsbereich

Die Methode kann angewendet werden, um die Wirksamkeit von Biozidprodukten beziiglich
der Verhinderung des Wachstums und des Uberlebens von Schadorganismen in wissrigen, po-
lymerbasierenden, emissionsarmen Innenwandfarben zu priifen. Dieses Verfahren wird analog
zur Aufnahme von Biozidprodukten in den Anhang 1 der Vergabegrundlage DE-UZ 102 , Emis-
sionsarme Wandfarben“ und beim Nachweis der Eignung flir andere Gemische angewendet.

2. Gesundheitshinweis

Nationale Gesundheitsvorschriften miissen bei der Versuchsdurchfiihrung beachtet werden.
Gleiches gilt fiir die EG Richtlinie 200/54/EG ‘Schutz der Arbeitnehmer gegen Gefahrdung
durch biologische Arbeitsstoffe bei der Arbeit’. Bei der Handhabung von Dispersionsfarben und
Bioziden sind die Angaben in den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern und Produktinfor-
mationen fiir den sicheren Umgang mit diesen Produkten zu beachten.

*Produkttyp 6 gemafs der Biozidprodukteverordnung (EU Nr. 528/2012)

3. Gerate und Nahrmedien

— geeignete sterile Schraubgefiafde (100ml);

— sterile Pipetten, Nennvolumen 1,0 ml und 5,0 ml;

— sterile Pipettenspitzen;

— sterile Zentrifugenbecher (35 ml);

— sterile Filternutschen Grofde 1;

— sterile Petrischalen aus Glas oder Kunststoff, Durchmesser 90 oder 100 mm;

— sterile Verdiinnungslosung; z.B. destilliertes Wasser oder physiologische Kochsalzlésung;
— sterile Benetzungsmittel-Losung;

— Waage;

— Brutschrank, thermostatisierbar (30 + 2 °C);

— Autoklav;

— Trockenschrank;

— sterile Wattestdbe;

— sterile Impfosen oder Impfnadeln;

— Reagenzglasstander;

— Reagenzglaser;

— Reagenzglasschiittler;

— Zentrifuge;

— Sicherheitswerkbank Klasse 2;

— sterile Nahrmedien fiir die entsprechenden Pilzkulturen, Zusammensetzung und Herstellung;
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— Pilz-Stammkulturen;
— Zahlkammer (0,1 mm Tiefe);
— Mikroskop;

4.  Priiforganismen

Die folgenden Schimmelpilze sollten fiir den Keimbelastungstest herangezogen werden:

Schimmelpilze:

Aspergillus oryzae BAM 613, NBRC 100959
Paecilomyces variotii BAM 19, DSM 1961, ATCC 18502
Penicillium ochrochloron BAM 25, DSM 1945

Weitere Keime, die stindig wiederkehrend zu Infektionen fithren, konnen zusatzlich fiir eine separate
Sporensuspension herangezogen werden. Bei diesen Organismen, die als Reinkulturen vorliegen miis-
sen, soll eine molekularbiologische Charakterisierung vorgenommen werden, wodurch der verwen-
dete Stamm eindeutig bestimmt werden kann. Die Organismen sollen bei einer anerkannten Stamm-
sammlung hinterlegt werden.

5. Methode

Zu Beginn der Versuche erfolgt eine Eingangskontrolle der zu testenden Materialien. Hierzu wird die
Farbe mit einer sterilen Impfose auf Nahragarplatten ausgestrichen und auf mégliches Wachstum
Uiberpriift. Gepriift werden miissen ungealterte Proben als auch kiinstlich gealterte Proben (s. 5.2). In
beiden Fillen muss das Pass/Fail-Kriterium (s. 5.5) erreicht werden.

5.1 Sporensuspension-Zubereitung

5.1.1 Die Priifpilze werden ca. 14 Tage vor Ansatz der Priifung auf Ndahragarplatten iiberimpft. Beno-
tigte Gerate und Flissigkeiten werden bei 121°C fiir 20 Minuten im Autoklaven sterilisiert.

5.1.2 Unter sterilen Bedingungen werden die Reagenzglaser mit 10 ml Benetzungsmittel-Losung ge-
fiillt und ein Wattestab mit dieser Losung befeuchtet. Das Sporenmaterial wird anschliefend
mit dem Wattestab von der Nahragarplatte abgestrichen und durch Reiben an der Reagenz-
glaswand in die befiillten Reagenzglaser tliberfiihrt. Der gesamte Ansatz wird mittels Reagenz-
glasschiittler durchmischt.

5.1.3 Der Ansatz wird erneut geschiittelt und anschlief3end durch eine Filternutsche in einen Zentri-
fugenbecher gegossen. Bei schwach sporulierenden Pilzkulturen sind weitere Sporen aus zu-
satzlichen Nahragarplatten zu gewinnen. Fiir jeden Pilz muss eine separate Filternutsche sowie
ein separater Zentrifugenbecher verwendet werden.

5.1.4 Die Suspensionen werden fiir 10 Minuten bei 3 000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wird anschlieRend vorsichtig abgenommen. Der Bodensatz wird mit 10 ml ste-
rilem, demineralisiertem Wasser gewaschen und erneut fiir 10 Minuten bei 3 000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert.

5.1.5 Der Vorgang wird wie unter 5.1.4 beschrieben zweimal wiederholt, so dass die Sporen insge-
samt dreimal gewaschen werden.

5.1.6 Der Bodensatz wird in 3-5 ml sterilem, demineralisiertem Wasser aufgenommen und die Kon-
zentration der Sporen mit einer geeigneten Zahlkammer bestimmt (z.B. Thoma-Kammer, Kam-
mertiefe 0,1 mm).
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5.1.7

5.1.8

5.1.9

5.2
5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

5.2.5

5.3
5.3.1

5.3.3

534
5.3.5

5.3.6

Die Sporenzahl der einzelnen Sporensuspensionen soll
8*105- 2*10¢ Sporen/ml

betragen. Die vorbereitete Sporensuspension sollte bis zum Gebrauch im Kiihlschrank aufbe-
wahrt werden.

Zur Herstellung der Mischsuspension werden gleiche Volumina jeder einzelnen Sporensuspen-
sion zusammengegeben und gemischt. Die Sporensuspension sollte dann ebenfalls

8*105- 2*10¢ Sporen/ml
betragen.

Die Vitalitat der Schimmelpilze wird durch Ausstreichen der Sporensuspension auf PDA-Plat-
ten Uiberpriift. Die Platten werden fiir maximal 7 Tage bei 30°C * 2 °C bebriitet.

Kiinstliche Alterung

Das Biozidprodukt wird in geeigneten Konzentrationsreihen der Dispersionsfarbe hinzugefiigt,
die Proben kraftig gemischt und fiir mindestens zwei Tage bei Raumtemperatur gelagert.

Es werden geeignete Anteile (z.B. 50 g oder 100 g) der Dispersionsfarbe in sterile Schraubge-
fafde eingewogen und diese fest verschlossen.

Zusatzlich dienen sechs unkonservierte Proben als Kontrollen. Hiervon werden drei Proben
mit Bakterien beimpft (Positivkontrolle), die anderen drei Proben bleiben unbeimpft (Negativ-
kontrolle, bzw. Riickstellmuster).

Die Proben werden fiir 4 Wochen bei 40 °C + 2 °C oder alternativ fiir 18 Wochen bei 30 °C + 2
°C gelagert.

Nach 4-bzw. 18-wochiger Alterung wird der Keimbelastungstest wie unter 5.3 beschrieben
durchgefiihrt.

Keimbelastungstest

Jede Probe (mit Ausnahme der Negativkontrolle) wird mit gleichem Volumen der Sporensuspen-
sion dquivalent zu 1,0% des Probengewichtes beimpft. Die Sporensuspension wird dabei durch
vorsichtiges Schwenken der Probe homogen auf der Oberflache der Probe verteilt. Die Schraub-
gefafie werden anschliefiend so verschlossen, dass ein Sauerstoffzutritt in das Gefafd gewéhrleis-
tetist.

Zur Kontrolle der Vitalitdt der Schimmelpilze wird die Sporensuspension auf Nahragarplatten
und die Platten fiir maximal 7 Tage bei 30 °C + 2°C inkubiert.

Alle Proben werden fiir 7 Tage bei 30 °C + 2°C inkubiert.
Das Oberflachenwachstum der Schimmelpilze wird visuell Giberprift.
0: kein Bewuchs
1: schwaches Wachstum (bis zu 10 % der Oberflache bedeckt)
2: mittleres Wachstum (bis zu 30 % der Oberflache bedeckt)
3: starkes Wachstum (bis zu 70 % der Oberflache bedeckt)
4: vollstandiges Wachstum (bis zu 100 % der Oberflache bedeckt

Die Schritte 5.3.1 bis 5.3.4 werden in wochentlichen Intervallen wiederholt, bis insgesamt 3
Impfzyklen durchgefiihrt sind. Nach insgesamt 6 Wochen Inkubation bei 30 °C + 2 °Cist der Test
beendet und es wird eine abschliefRende visuelle Bewertung der Proben vorgenommen.
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5.3.7 Zur Differenzierung der Wirksamkeit verschiedener Biozidkonzentrationen in Abhdngigkeit von
der Inkubationsdauer konnen zusatzliche Keimzahlbestimmungen, z.B. nach 1 und 3 Tagen nach
Beimpfung, durchgefiihrt werden.

5.4 Validitit der Priifung

Die Priifung ist valide, wenn die Wachstumsfahigkeit der Schimmelpilze auf PDA-Agar in Petrischalen
nachgewiesen werden konnte (s. Punkt 5.1.9).

5.5 Pass./. Fail Kriterien

5.5.1 Die kurative Wirkung des Biozids in der Farbe durch die eingesetzte Biozidkonzentration ist ge-
geben, wenn nach Ablauf des Tests keine Ausbildung von Schimmel beobachtet werden kann.

5.5.2 Die Wirksamkeit eines zu priifenden Biozids kann nicht nachgewiesen werden, wenn in der bi-
ozidfreien Farbe nach Beimpfung und Ablauf des Tests keine Schimmelbildung nachgewiesen
werden kann.

5.6 Nachweis signifikanter Unterschiede

Es sind geeignete statistische Methoden anzuwenden, die signifikante Unterschiede zwischen den mit
Topfkonservierern behandelten Proben und den unbehandelten Proben ggf. nachweisen kénnen.

Nihrmedium PD-Agar

Das Medium setzt sich aus 0,4 % Kartoffel-Infus, 2 % Glucose und 1,5 % Agar zusammen. Der pH liegt
bei 5,6 + 0,2. Um ein unerwiinschtes Wachstum von Bakterien zu unterdriicken, wurde dem PDA-
Ndhrmedium Chloramphenicol in einer finalen Konzentration von 30 pg/ml zugegeben.

Zubereitung

40 g Nahragar sind in 1 L destillierten Wasser zu suspendieren, bis zum vollstindigen Losen zu rithren
und 15 Minuten bei 121°C zu autoklavieren.
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8.4 Bestimmung der koloniebildenden Einheit in Dispersionsfarben

Tabelle 49: Belastungstest Bakterien in VAE-haltiger Farbe

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbel 1 |0 8,33*10° | 10° 9,03*10°
8,71*10° | 10°
1,00%10* | 10°
Farbel 2 |0 1,06%10* | 10° 1,03*10’
1,00%10* | 10°
1,02*10* | 10°
Farbe1 3 |0 1,02*10° | 10° 1,01*10’ 9,64*10° £ 5,49*10°
1,08*10* | 10°
9,28*10° | 10°
Farbel 4 |0 8,52*10° | 10° 9,22*10°
9,28*10° | 10°
9,85%10° | 10°
Farbel 5 |0 9,85%10° | 10° 9,53*10°
9,28*10° | 10°
9,47¥10° | 10°
Farbe2 1 |0 9,47¥10° | 10° 8,65*10°
7,77%10° | 10°
8,71¥10° | 10°
Farbe2 2 |0 1,14*10* | 10° 1,06*107
8,52*10° | 10°
1,19%10* | 10°
Farbe2.3 |0 8,14*10° | 10° 8,59*10° 9,81*10° + 1,19%10°
8,33*10° | 10°
9,28*10° | 10°
Farbe2 4 |0 1,04*10° | 10° 1,13*10
1,17%10* | 10°
1,16*10° | 10°
Farbe2.5 |0 1,19*10° | 10° 9,91*10°
1,00%10° | 10°
7,77¥10° | 10°
Farbe3_.1 |0 1,12*104 | 10° 9,66*10°
9,09¥10° | 10°
8,71%10° | 10°
Farbe3_2 |0 9,66*10° | 10° 9,28*10°
8,52%10° | 10°
9,66*10° | 10°
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Probe Zeit (Wochen) Gezidhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe 3_3 0 8,14*10% | 103 9,96*10° 1,03*107 £+ 8,19*10°
1,21*10* | 10®
9,47*10% | 10°

Farbe3.4 |0 8,90%10° | 10° 1,05*10’
1,12*10* | 10°
1,14*10* | 10°
Farbe3.5 |0 1,06*10* | 10° 1,04*10’
9,66*10° | 10°
1,10*10* | 10°
Farbe4 1 |0 1,31*10* | 103 1,05*10
9,85*10° | 10°
8,71*10° | 10°
Farbe4 2 |0 9,66*10° | 10° 9,79*10°
9,66*10° | 10°
1,00%14* | 103
Farbe4 3 |0 9,47¥10° | 10° 1,06*10 1,01*107 + 4,38*10°
1,16*10* | 103
1,08*10* | 103
Farbe4 4 |0 1,23*10* | 10° 1,00*10’
8,33*10° | 10°
9,47¥10° | 10°
Farbe4 5 |0 1,16*10* | 10° 9,60*10°
9,47¥10° | 10°
7,77%10° | 10°

Mischung 0 9,85*10% | 103 9,72*10°
11 9,47*10% | 103

9,85*10% | 103
Mischung 0 1,10*10* | 103 9,72*10°
12 9,66*10% | 103

8,52*10% | 103
Mischung 0 1,00*%10* | 103 9,60*10° 1,01*107 + 6,14*10°
1.3 9,85*10% | 103

8,90*10% | 103
Mischung 0 1,02*10* | 103 1,10*10’
14 1,21*10* | 103

1,06*%10* | 10°
Mischung 0 1,08*10* | 103 1,05*107
15 1,14*10* | 103

9,47*10° | 10°
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Probe Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 0 7,77*10% | 103 1,00*107
2.1 1,17*104 | 103
1,06*%104 | 103
Mischung 0 1,00*10* | 10° 9,66*10°
2.2 9,47*10% | 10°
9,47*10% | 10°
Mischung 0 9,47*10° | 103 9,91*10° 9,92*10° + 5,78*10°
2.3 1,02*10* | 103
1,00*10* | 10°
Mischung 0 1,00*10* | 10° 9,22*10°
2.4 9,47*10% | 10°
8,14*10° | 10°
Mischung 0 1,00*10* | 103 1,08*10’
2.5 1,00*10* | 103
1,23*10* | 103
Farbe 1 1 1 1,22*10° | 103 1,20*108

1,07*%10° | 103
1,30*10° | 10°
Farbe1 2 1 9,07*10* | 103 1,04*108
1,06*10° | 10°
1,15*10° | 10°
Farbe 1 3 1 9,81*10* | 10° 1,05*10°8 1,12*10% + 1,44*107
1,07*10° | 10°
1,08*10° | 10°
Farbe 1 4 1 1,25*10° | 103 1,33*10°8
1,40*10° | 10°
1,34*10° | 103
Farbe 1_5 1 7,59*10% | 103 9,75*107
1,05*10° | 103
1,12*10° | 103
Farbe 2 1 2 6,39*%10* | 103 6,82*10’
6,85*10* | 103
7,22*10* | 103
Farbe2 2 2 5,93*10* | 103 5,80%107
5,93*10* | 103
5,50*%10* | 10°
Farbe 2_3 2 5,56*10* | 103 5,46*107 6,05*107 + 5,79*10°
4,81*10% | 103
6,02*10* | 103
Farbe 2_4 2 6,20%10* | 10® 6,11*10’
6,02*10* | 10°
nd
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 2_5 2 6,24*%10% | 103 6,67*10°
7,11*10% | 10°
nd
Farbe 2_1 3 1,12*10° | 103 1,12*108

1,09%10° | 10°
1,06*10° | 10
Farbe 2_2 3 9,24*10* | 10° 1,02*108
8,52*10* | 10°
1,27*10° | 10°
Farbe 2_3 3 1,31%10° | 10° 1,20*108 1,09*108 + 1,26*107
1,20*10° | 10°
1,09%10° | 10°
Farbe 2_4 3 1,26*10° | 10 1,20*108
1,15*10° | 10°
1,11%10° | 103
Farbe 2_5 3 8,70*10* | 10° 9,07*10’
9,44*10* | 10°
9,72*10* | 10°

Mischung 4 9,00*10! | 103 8,67*10%
11 8,00*%10! | 103

9,00*10! | 103
Mischung 4 9,00*10' | 103 8,00*10%
12 6,00*%10* | 103

9,00*10* | 103
Mischung 4 1,00%10% | 103 8,33*10" 8,67*10 £ 5,27*10°
13 9,00*10* | 10°

6,00%10* | 103
Mischung 4 1,1*10? 103 9,00*10*
1.4 6,00¥10" | 10°

1,00*%10% | 103
Mischung 4 9,00*10! | 10° 9,33*%10%
15 9,00*10* | 103

1,00*10% | 103
Mischung 5 5,80*10% | 103 6,87*10°
11 7,00*10% | 103

7,80*10% | 103
Mischung 5 4,80*10% | 103 6,23*10°
12 1,39*10% | 103

nd
Mischung 5 4,90*10% | 103 5,53*10°
13 5,50*%10% | 103

6,20*%10% | 103
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 5 6,80*10% | 103 6,53*10° 6,49*10° + 6,60*10*
14 5,50*%10% | 103
7,30%10% | 103
Mischung 5 7,90*10% | 10° 7,27*10°
15 8,30*%10% | 103
5,60%10% | 103
Mischung 6 3,17*10% | 103 3,24*10°
1.1 3,46*10° | 10°
3,08*10° | 103
Mischung 6 3,23*10% | 10° 3,39*10°
12 3,34*10° | 10°
3,41*10% | 10°
Mischung 6 3,98*10% | 10° 3,90*10° 3,34*10° + 3,43*10°
13 4,02*10% | 103
3,70*10% | 10°
Mischung 6 2,91*%10% | 103 2,96*10°
14 2,87*10% | 103
3,11*10% | 10°
Mischung 6 4,36*10° | 10° 3,26*10°
15 5,49*10% | 10°
nd
Tabelle 50: Belastungstest Bakterien in VAE-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe 1_1 0 6,78%10° | 10° 6,24*10°
6,48%10° | 10°
5,48%10° | 10°
Farbe 1_2 0 2,01*10* | 10° 3,97*107
4,91*10* | 10°
5,00%10* | 10°
Farbe 1_3 0 4,81*10° | 10° 5,11*10° 6,23*10° + 2,14*10°
5,14*10° | 10°
5,36%10° | 10°
Farbel1 4 |0 5,69%10° | 10° 4,34*10°
3,27%10° | 10°
4,07*10° | 10°
Farbe 1.5 0 9,85*10° | 10° 9,22*10°
8,33*10° | 10°
9,47*10° | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 2_1 0 1,06%10* 103 1,07*10’
1,06%10* 103
1,10*%10* 103
Farbe 2_2 0 9,09*10° 103 6,90*10°
6,13*¥103 103
5,47*103 103
Farbe 2_3 0 6,13*103 103 6,02*10° 1,07*107 + 4,41*10°
6,13*10° 103
5,80*10° 103
Farbe 2_4 0 1,64*10* 103 1,65*10’
1,72*10* 103
1,61*10* | 10®
Farbe 2_5 0 1,72*10* 103 1,35*%10’
1,10%¥10* | 103
1,23*10* 103
Farbe 3_1 0 1,12*104 | 103 9,66*10°
9,09*103 103
8,71*103 103
Farbe 3_2 0 1,08*10* 103 1,01*10’
1,00*%10* 103
9,47*103 103
Farbe 3_3 0 5,91*10° 103 5,40*10° 8,07*10° + 2,10*10°
5,47*103 103
4,81*10° 103
Farbe 3_4 0 6,02*10° 103 6,27*10°
6,67*10° 103
6,13*10° 103
Farbe 3_5 0 7,88%103 103 8,90*10°
9,63*10° 103
9,19*10° 103
Farbe 4_1 0 5,69*103 103 5,14*10°
4,92*%10® | 103
4,81*10° 103
Farbe 4_2 0 8,33*10° 103 7,28*10°
8,14*103 103
5,36*10° 103
Farbe 4_3 0 1,04*10* 103 1,05*10’ 7,50%10° + 2,76*10°
1,14*10* 103
9,66*103 103
Farbe 4_4 0 1,00*10* 103 1,01*10’
1,17*10* 103
8,52*10° 103
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 4_5 0 1,83*10° 103 4,48*10°
6,35*103 103
5,25*103 103
Mischung 0 2,35*103 103 2,39*10°
11 2,33*103 103
2,48*103 103
Mischung 0 1,10*10* 103 9,79*10°8
12 9,28*103 103
9,09*103 103
Mischung 0 1,06*10* 103 9,60*10° 9,32*10° + 1,05*10°
13 9,28*10° | 103
8,90*103 103
Mischung 0 8,32*103 103 7,77*10°
14 7,11*103 103
7,88*103 103
Mischung 0 1,06*10* 103 1,01*10’
15 1,12*10* 103
8,52*103 103
Mischung 0 2,25*103 103 2,25*10°
21 2,22*103 103
2,25*103 103
Mischung 0 3,40*10° 103 3,18*10°
2.2 3,20*103 103
2,94*10° | 10°
Mischung | 0 6,24*10° | 10° 5,98*10° 3,60*10° + 1,40*10°
2.3 6,13*10° | 10°
5,58*10° | 10°
Mischung 0 3,20%10° | 10° 3,27%10°
2 4 3,47*103 103
3,13*103 103
Mischung | O 5,47*10° | 10° 3,33*10°
2.5 2,48*10° | 10°
2,03*10° | 10°
Farbe 1 1 2 1,64*10* 10* 1,78*108
1,90*10* 10*
1,79*10% 10*
Farbe 1 2 2 9,26*10* 10* 9,60*10°2
9,91*10* 10*
9,63*10* 10*
Farbe 1_3 2 2,30*10* 10* 2,29*108 1,79*10% + 5,34*107
2,19*10* | 10*
2,37*10% 10*
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_4 2 2,23*10* 104 2,03*10%
1,90*10* 104
1,97*10* 104
Farbe 1_5 2 8,64*103 10 1,05*10%
1,10*10* 104
1,19%10* 104
Farbe 1_1 3 6,76*10* 10* 6,64*10%
7,31*10* 10
5,83*10* 10*
Farbe 1_2 3 5,74*10* 10 5,40*108
5,46*10* 10
5,00*10* 10*
Farbe 1_3 3 5,28*10* 10* 4,94*108 5,53*10% + 7,67*10’
5,19*10* 10*
4,35*10* 10*
Farbe 1_4 3 5,64*10* 10* 5,12*10%
4,91*10* 10*
4,81*10* 10*
Farbe 1_5 3 3,14*10* 10* 2,91*108
2,99*10* 10*
2,59*10* 10*
Farbe 1_1 4 4,07*10* 10* 4,07*108
4,17*10* 10*
3,98*10* 10*
Farbe 1_2 4 1,97*10* 10% 2,41*108
2,48*10% 10*
2,77*10% 10*
Farbe 1_3 4 2,63*10* 10* 2,52*108 3,01*10% + 7,58*10’
2,34*10* 10*
2,59*10* 10*
Farbe 1_4 4 2,66*10* 10* 3,02*108
3,32*10* 10*
3,07*10* 10*
Farbe 1_5 4 3,58*10° 10* 3,68*10’
3,60*10° 104
3,86*10° 10*
Farbe 1_1 5 1,00*10* 10* 9,58*10’
9,19*10° 10*
9,52*10° 10*
Farbe 1_2 5 9,66*10° 10* 9,97*10’
9,47*10° 10*
1,08*10* 10*
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_3 5 2,26%10* | 10* 2,31*%108 1,41*10° + 6,15*10’
2,48*10* | 10
2,19*10* | 10

Farbel 4 |5 9,28*10° | 10 9,97*10’
9,66*10° | 10*
1,10*10* | 10°
Farbe 1_5 5 1,57*10* | 10* 1,81*108
1,79*10* | 10*
2,08%10* | 10*
Farbe 1_1 6 1,12%10* | 10 1,29*108
1,42%10* | 10
1,33*10* | 10
Farbe 1 2 6 1,53*10* | 10 1,43*108
1,44*10* | 10
1,33*10* | 10°
Farbe 1_3 6 1,33*10* | 10° 1,01*108 1,19*108 + 2,07*107
8,32*10° | 10
8,75*10° | 10*
Farbel1 4 |6 1,00%10* | 10 1,03*108
1,08*10* | 10
1,00%10* | 10
Farbe 1_5 6 3,18*10* | 10* 3,60*10°
4,44*10* | 10*
3,18*10* | 10*

Tabelle 51: Belastungstest Hefen in VAE-haltiger Farbe

Zeit (Wochen) Gezdhlte | Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe 1_1 0 4,00*10* 10* 5,00*10°
5,00*10* 10*
6,00*10* 10*
Farbe 1_2 0 7,00*10* 10* 5,67*10°
5,00*10* 10*
5,00*10* 10*
Farbe 1_3 0 5,00*%10" 10* 6,00%10° 5,73*10°t 4,35*10*
5,00*%10" 10*
8,00*10" 10*
Farbe 1_4 0 4,00%10* 10* 5,33*10°
5,00*10* 10*
7,00*10* 10*
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_5 0 7,00*10! 10* 6,33*10°
5,00*10! 104
7,00*10! 104
Farbe 2_1 0 4,00*10* 10 5,33*10°
5,00*10! 10*
7,00*10! 10
Farbe 2_2 0 9,00*10? 10* 6,67*10°
5,00*10! 10*
6,00*10! 10*
Farbe 2_3 0 5,00*10! 104 6,33*10° 6,00%10°+ 5,28*10*
7,00*10! 10
7,00*10! 104
Farbe 2_4 0 5,00*10! 10* 5,67*10°
3,00*10! 10*
9,00*10! 10*
Farbe 2_5 0 7,00*10! 10* 6,00%10°
1,00*10? 10*
1,00*10? 10*
Farbe 3_1 0 5,00*10! 10* 6,33*10°
8,00*10! 10*
6,00*10! 10*
Farbe 3_2 0 7,00*10! 10* 5,00*%10°
5,00*10! 10*
3,00*10! 10*
Farbe 3_3 0 1,00*102 10* 5,67*10° 5,67*10°+ 5,27*10*
4,00*10* 10*
3,00*10! 10*
Farbe 3_4 0 7,00*10! 10* 5,33*10°
4,00*10* 10*
5,00*10! 10*
Farbe 3_5 0 6,00*10! 104 6,00%10°
7,00*10! 10*
5,00*10! 104
Farbe 4_1 0 4,00*10? 10* 5,33*10°
7,00*10! 10*
5,00*10! 10*
Farbe 4_2 0 8,00*10? 10* 6,67*10°
8,00*10? 10*
4,00*10? 10*
Farbe 4_3 0 3,00*10! 10* 4,67*10° 5,33*10°+ 8,17*10*
7,00*10! 10*
4,00*10? 10*
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 4_4 0 2,00%10? 10* 5,33*10°
8,00*10! 10*
6,00*10? 10*
Farbe 4 5 6,00*10* 10% 4,67*10°
1,00*10? 10*
7,00*10* 10*
Mischung 0 5,00*10* 10* 5,33*10°
11 7,00*10* 10*
4,00*10! 10*
Mischung 0 3,00*10? 10* 5,00*10°
12 6,00*10* 10*
6,00*10* 10*
Mischung 0 5,00*10? 10* 6,67*10° 5,75*10%+ 7,41*10*
13 7,00*¥10' | 10*
8,00*10* 10*
Mischung 0 1,00*10? 10* 1,00*%10°
1.4 0,00 10
0,00 10*
Mischung 0 6,00*10? 10* 6,00*10°
15 7,00*10? 10*
5,00*10? 10*
Mischung 0 8,00*10* 10* 7,00*10°
21 6,00*10? 10*
7,00*10* 10%
Mischung 0 5,00*10* 10% 5,33*10°
2.2 7,00*10* 10*
4,00*10! 10%
Mischung 0 7,00*10? 10* 5,67*10° 5,80*10°+ 7,68*10*
2 3 6,00*10* 10%
4,00*10! 10%
Mischung 0 2,00*10? 10* 5,00*10°
2.4 5,00*10' | 10*
8,00*10* 10*
Mischung 0 7,00*10? 10* 6,00*10°
25 8,00*10* 10*
3,00*10* 10*
Farbel 1 |1 1,06*10° | 10° 6,70%10°
6,40%102 | 10°
3,10%10% | 10°
Farbe 1 2 1 7,10*10? 103 7,20*%10°
7,70*10? 103
6,80*10? 103
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_3 1 9,30*10? 103 8,17*10° 7,15*10°+ 6,66*10*
8,50*%10? 103
6,70%102 103
Farbe 1_4 1 6,30*10? 103 6,43*10°
7,10%10? 103
5,90%102 103
Farbe 1_5 1 6,10*102 103 7,20*10°
8,20*10? 103
7,30*10? 103
Farbe 2_1 1 6,00*10? 103 6,43*10°
7,50*10? 103
5,80*10? 103
Farbe 2_2 1 5,30%102 103 6,07*10°
6,80*10? 103
6,10%¥102 103
Farbe 2_3 1 7,50%102 103 6,60*10° 6,54*10° + 4,39*10*
6,80%102 103
5,50%102 103
Farbe 2_4 1 7,00%¥102 103 7,27*10°
8,50*10? 103
6,30%102 103
Farbe 2_5 1 5,50*10? 103 6,37*10°
7,20%102 103
6,40*10? 103
Farbe 1_1 2 3,48*10° 103 3,44*10°
3,62*10° 103
3,21*¥10® | 103
Farbe 1_2 2 2,12*103 103 2,49*10°
2,23*10° | 10°
3,12*10° | 10°
Farbe 1_3 2 3,27*103 103 2,79*10° 2,72*10° + 6,09*10°
2,66*10° 103
2,45%103 103
Farbe 1_4 2 1,51*103 103 1,83*10°
1,90*103 103
2,07*103 103
Farbe 1_5 2 2,95*10° 103 3,06*10°
3,16*10° 103
3,06%10° 103
Farbe 2_1 2 2,45%10° 103 2,56*10°
2,87*10° 103
2,37*10° 103
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 2_2 2 2,42*103 103 2,39*10°
2,38*103 103
2,37*103 103
Farbe 2_3 2 1,79*10° 103 1,80*10° 2,35%10° + 3,12*10°
1,77*10° 103
1,83*10° 103
Farbe 2 4 2 2,36*103 103 2,53*10°
2,47%10° | 10°
2,75*10° | 10°
Farbe 2_5 2 2,31*103 103 2,45%10°
2,47*103 103
2,56*103 103
Mischung 2 4,00*10* 103 3,33*10*
1.1 3,00*10' | 10°
3,00*10? 103
Mischung 2 2,00*10? 103 3,00*10%
1.2 3,00¥10' | 103
4,00*10* 103
Mischung 2 3,00*10? 103 4,67*10% 3,60*10% + 7,24*103
13 5,00*10? 103
6,00*10? 103
Mischung 2 3,00*10? 103 4,00*10*
14 4,00*10* 103
5,00*10* 103
Mischung 2 3,00*10? 103 3,00*10*
1.5 2,00*¥10' | 10°
4,00*10! 103
Mischung | 2 9,70*102 | 103 9,70*10°
2.1 1,00%10° | 10°
9,40*10% | 10°
Mischung 2 4,60*102 103 4,80*10°
2.2 3,90*102 | 10°
5,90*10? 103
Mischung | 2 3,50*102 | 10° 4,20%10° 3,95*10°+ 7,55*10*
2.3 4,010 | 103
5,00%10% | 103
Mischung 2 4,00*%102 103 3,70*10°
2.4 3,00*10? 103
4,10*102 103
Mischung | 2 3,00%10% | 10° 3,00%10°
2.5 2,80%10% | 10°
3,20%10 | 10°
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_1 3 1,02*103 103 1,07*10°
1,34*103 103
8,50*10? 103
Farbe1 2 |3 1,06%10° | 10° 1,15*10°
1,19*103 103
1,21*103 103
Farbe 1_3 3 9,20*10? 103 1,06*%10° 1,12*10° + 9,87*10*
9,70*10? 103
1,30*103 103
Farbe1 4 |3 1,09*10° | 10° 1,28*10°
1,24*10° | 10°
1,51%10° | 103
Farbe 1_5 3 9,20*10? 103 1,04*10°
1,04*103 103
1,15*103 103
Farbe 2_1 3 1,75%10* 103 1,65%10’
1,64*10* 103
1,57*10* 103
Farbe 2_2 3 3,24*103 103 3,06*10°
3,07*103 103
2,87*103 103
Farbe 2_3 3 3,27*10° 103 3,00*10° 3,60%10° + 6,29 *10°
2,97*103 103
2,75%10® | 103
Farbe 2_4 3 4,19*10° 103 4,08*10°
4,08*10° 103
3,97*10° 103
Farbe 2_5 3 4,20*10° 103 2,45*10°
4,13*10® | 103
4,30*10° 103

Mischung 3 8,00%10' | 10° 8,00%10*
1.1 1,00%10' | 10°

6,0010! | 10°
Mischung 3 9,00%10> | 10° 8,67*10* 7,92%10% + 5,71*10°
1.3 10,00%10* | 103

7,00%10' | 10°
Mischung 3 1,00%102 | 10° 7,33*10
1.4 8,00%10' | 10°

4,00%10* | 10°
Mischung 3 7,00¥102 | 10° 7,67*10*
15 9,00¥10' | 10°

7,00*10* 103
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 3 3,10*10? 103 3,33*10°
2.1 3,70*103 103
3,20*10? 103
Mischung 3 4,30*102 103 3,67*10°
2.2 3,40*10? 103
3,30*10? 103
Mischung 3 1,44*103 103 1,47*10° 3,39*10°+ 7,19*10*
2 3 1,65*10° 103
1,31*10% 103
Mischung 3 4,50*102 103 4,13*10°
24 3,80*10? 103
4,10*102 103
Mischung 3 2,40*10? 103 2,43*10°
2.5 2,70*¥10% | 10°
2,20*10? 103
Farbe 1 1 4 6,30*10? 103 7,00*10°

6,50*10> | 10°
8,20%102 | 10°
Farbel 2 |4 7,30%10> | 10° 7,255%10°
6,50*10> | 10°
7,80%10> | 10°
Farbe1 3 |4 4,50*10% | 10° 4,47%10° 6,43¥10° £ 1,12*10°
3,20¥10> | 10°
5,70*10> | 10°
Farbe1 4 |4 7,20%10% | 10° 6,53*10°
590*10> | 10°
6,50%10> | 10°
Farbel 5 |4 7,70¥10> | 10° 6,97*10°
6,40¥10> | 10°
6,80*10> | 10°
Farbe2 1 |4 6,24*10° | 10° 6,09%10°
4,49*10° | 10°
7,55%10° | 10°
Farbe2 2 |4 4,92¥10° | 10° 5,03*10°
569*10° | 10°
4,49¥10° | 10°
Farbe2 3 |4 6,0210° | 10° 5,47%10° 5,27*10° + 6,67*10°
5,14*10° | 10°
525%10° | 10°
Farbe2 4 |4 1,23*10° | 103 1,21*10
1,27*10° | 103
1,14*10° | 103
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 2_5 4 5,69*103 103 5,00*10°
4,70*103 103
4,60*103 103
Mischung 4 8,00*10* 103 8,00*10%
11 7,00%10? 103
9,00*10! 103
Mischung 4 1,30*10? 103 1,73*10°
12 1,50*10? 103
2,40*10? 103
Mischung | 4 1,20*10% | 10° 1,37 *10° 1,53*10° + 2,22*10°
1.3 1,60*10% | 10°
1,30*10° | 10°
Mischung 4 1,10*102 103 1,70*10°
14 1,90*10° | 103
2,10*10° | 10°
Mischung | 4 1,1010* | 10° 1,30*10°
15 1,30 *10° | 10°
1,50*10° | 10°
Mischung 4 2,10*10? 103 2,27*10°
21 2,40*10? 103
2,30*10? 103
Mischung | 4 2,10%10* | 10° 2,17*10°
2.2 2,30*10% | 10°
2,10%10* | 10°
Mischung 4 2,60*10? 103 2,47*10° 2,46*10°+ 2,48*10*
2 3 2,40*10? 103
2,40%102 103
Mischung | 4 3,10%¥10% | 10° 2,77*10°
2.4 2,50*10% | 10°
2,70 *10* | 10°
Mischung 4 2,10*10? 103 2,63*10°
2.5 2,80%10% | 103
3,00*10? 103
Farbe1 1 |5 9,00%10* | 10° 1,30*10°
1,00¥102 | 10°
2,00%10% | 10°
Farbe 1 2 5 2,00%102 103 2,07 *10°
1,50*10? 103
2,70*10? 103
Farbe1 3 |5 4,00%10* | 10° 7,00%10* 1,70*10° + 4,07*10°
8,00%10' | 10°
9,00%10' | 10°
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_4 5 1,60*10? 103 1,40*10°
1,40*10? 103
1,20*10? 103
Farbe 1_5 5 2,00*10? 103 2,03*10°
1,700*10% | 10®
2,40%102 103
Farbe 2_1 5 4,51*103 103 4,54*10°
4,63*10° 103
4,47%10® | 103
Farbe 2_2 5 5,87*10° 103 5,85%10°
5,93*10° 103
5,76*10° 103
Farbe 2_3 5 5,10%103 103 6,61*10° 5,35*10°+9,30*10°
9,47%10% | 103
5,25%103 103
Farbe 2_4 5 5,80*10° 103 5,40*10°
5,25*10° 103
5,14*10° 103
Farbe 2_5 5 4,30*10* 103 4,37 *10’
4,05*10* 103
4,75*10* 103

Mischung 5 1,00*10? 103 1,10*10°
11 1,40%10%> | 103
9,00%*10* | 103
Mischung 5 9,00%*10' | 103 1,03 *10° 1,18*10° + 1,41*10*
13 9,00%*10* | 103
1,30*10° 103
Mischung 5 1,50*%10% | 103 1,27*10°
14 1,10*10° | 10°
1,20*10° 103
Mischung 5 1,70%¥102 | 103 1,33*%10°
15 8,00 *10! | 103
1,50*10° 103
Mischung 5 2,90*%10® | 10° 2,22*107
2.1 3,05%10* | 103
3,32*%10* | 10°
Mischung 5 2,00*10? 103 2,60*10°
2.2 2,70¥10* | 103
3,10%10% | 10°
Mischung 5 1,70¥10> | 103 1,67*10° 2,08*10° + 4,24*10*
2.3 1,40*%10> | 103

1,90*10? 10?
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Mischung
2 4

Mischung

2.5

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1 3

Farbe 1l 4

Farbe 1 5

Farbe 2_1

Farbe 2_2

Farbe 2_3

Farbe 2 4

Farbe 2 5

Mischung

1.1

Mischung
13

2,10*10?
1,90*10?
2,70 *10?

1,50*102
2,20*10?
1,70*10?

1,30*10?
1,70*102
2,00*10?

1,40*10?
1,80*102
1,50*102

5,00*10*
7,00*10"
3,00*10*

1,40*10%
1,90*10%
1,10*10%

1,60*10?
1,60*10?
1,30*10?

2,46%10°
2,41*10°
2,47*10°

3,28*10°
3,38*10°
3,51*10°

2,98*10°
3,12*10°
3,39%10°

2,66*10°
2,73*10°
1,58*103

2,57*10°
2,61*10°
2,72*%103

6,00%10"
6,00*10*
5,00*10*
6,00*%10"
7,00*%10"
7,00*%10"

10?
10?
10?

10?
10°
10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°
10?
10?
10?

2,23*10°

1,80*10°

1,67*10°

1,57 *10°

5,00*10*

1,47 *10°

1,50 *10°

2,45*%10°

3,39*10°

6,61*10°

2,32*10°

2,63 *10°

5,67*10*

6,67 *10*

1,55*10° + 8,88*10°

2,79*10° +4,63*10°

6,59*10% + 8,34*10°
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Verdiinnungs-
faktor

Mischung
14

Mischung
15

Mischung
2.1

Mischung
2.2

Mischung
2 3

Mischung
2.4

Mischung
25

Tabelle 52:

5,00*10*
7,00*10*
7,00*10*

8,00*10"
8,00 *10*
7,00*%10"

8,80*107
8,10*102
9,00*10?

2,90*10?
2,50*10?
1,70*10?

1,40*10%
1,50*102
1,70*10%

2,10*10?
1,80*10?
2,50 *10?
1,70*10%
2,10*10?
1,40*10%

10° 6,33*10%
10°
10°
10° 7,67*10°
10°
10°
10° 8,63*10°
103
103
10° 2,37*10°
103
10°
10° 1,53*10°
103
10°
10° 2,13*10°
10°
10°
10° 1,73*10°
10°
10°

1,94*10°+ 3,80*10*

Belastungstest Hefen in VAE-haltiger Farbe nach kinstlicher Alterung

Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

faktor

Farbe 1_1

Farbe 1_2

Farbe 1 3

Farbe 1l 4

Farbe 1_5

1,25*10°
9,80*10?
1,01*10°

1,17*10°
1,24*10°
1,13*10°

8,10*10%
1,05*103
9,30 *10?

1,21*10°
9,90*10%
9,60 *10?
9,30*10%
1,27*103
1,16 *103

(Mittelwert)
103 1,08*10°

103
103
103 1,18*10°
103
103
103 9,30*10°
103
103
103 1,05*10°
103
103
103 1,12*10°
103
103

wert Farbe)

1,07*10°+ 1,07*10°
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Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 2_1

Farbe 2 2

Farbe 2_3

Farbe 2 4

Farbe 2_5

Farbe 3 1

Farbe 3_2

Farbe 3_3

Farbe 3 4

Farbe 3 5

Farbe 4_1

Farbe 4_2

Farbe 4_3

Farbe 4_4

3,00*10°
4,50*10?
3,50*%10°

3,70*10?
3,90*10°
4,50%10%

3,00*10°
3,20*10°
4,50*10°

4,30*10?
3,10*10?
2,90*10?

4,10*10?
4,20*10?
5,10*%10°

6,90*10?
5,50*10?
4,90%10%

4,70*10?
4,10*10?
6,10*10?

1,70*%10?
2,50*%102
2,20%10°

3,30 *102
3,40*10°
3,00*10°

6,30*10?
8,90 *10*
7,50*10?

2,70 *10°
3,20*10?
3,10*10?

3,50*10?
5,70*10?
5,30*10*

5,20*10?
5,70*10?
6,50%10°
3,80 *102
3,10*10°
2,00*10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°

10?
10?
10?
10?
10?
10?

3,67*10°

4,03*10°

3,57*10°

3,43*10°

4,47*10°

5,77*10°

4,97*10°

2,13 *10°

3,23*10°

7,57*10°

3,00 *10°

4,83*10°

5,80 *10°

2,97*10°

3,83*10°+ 4,19*10*

4,75*10° + 2,13*10°

3,89*10° £ 1,34*10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 4_5 0 2,20*10? 103 2,87*10°
2,90 *10? 103
3,50*10° 10°
Mischung 0 6,40*10? 103 6,60*10°
11 6,10*10? 103
7,30*10? 103
Mischung 0 6,40*10? 103 8,20 *10°
12 9,00*10? 103
9,20%*10° | 10®
Mischung 0 5,00 *10? 103 5,43*10° 6,83*10° + 1,58*10°
13 5,40%*10° | 103
5,90*10° | 103
Mischung 0 4,50*10? 103 5,20*%10°
14 5,30 102 | 103
5,80*10? 103
Mischung 0 8,40*10? 103 8,70*10°
15 9,90 *10? 103
7,80*%10? 103
Mischung 0 2,30*10? 103 2,80*10°
2.1 3,10*10? 103
3,00*10? 103
Mischung 0 2,90*10? 103 2,83 *10°
2.2 2,50*10? 103
3,10%*10° | 103
Mischung 0 3,70 102 | 10° 4,73%¥10° 3,43*10° + 1,38*105
2.3 5,20¥10° | 103
5,30%¥10° | 103
Mischung | 0 6,00¥10" | 10° 5,00%10°
2.4 4,00 *10' | 10°
5,00%10' | 10°
Mischung 0 2,10*10? 103 1,77*10°
2.5 2,20 102 | 103
2,10*10? 103
Farbe 1 1 1 2,07*10° 103 1,87*10°
1,82*10° 103
1,73*103 103
Farbel 2 |1 1,50%10° | 10° 1,55*10°
1,68*10° | 10°
1,46*10° | 10°
Farbe 1_3 1 1,31*10° 103 1,59*10° 1,54*10%+ 1,84*10°
1,65*103 103
1,82 *103 103
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Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1 3

Farbe 1l 4

Farbe 1 5

Farbe 2_1

Farbe 2_2

Farbe 2_3

Farbe 2 4

Farbe 2 5

Mischung

1.1

Mischung
12

1,44*10°
1,81*10°
1,94 *10°

1,45%10°
1,25%103
1,16 *10°

1,56*103
2,08*10°
2,08*10°

8,40*10?
9,40*10?
1,02*10°

1,07*10°
1,08*103
1,32 *10°

8,00%10%
7,40*10?
8,60 *10?

8,50*10?
9,80*10?
8,70 *10?

3,67*10°
3,13*10°
3,73*10°

8,30*10?
8,00%10?
9,70*10?

8,90*10?
7,60*102
1,10*10°

7,80*10?
8,90*10?
8,30*10%

9,50*10%
7,90*10?
8,70%107

1,00*10*
2,00*10*
6,00*10*
1,00*10!
2,00*10*
5,00*%10"

10?
10?
10?

10?
10°
10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°
10?
10?
10?

1,73*10°

1,29*10°

1,91*10°

9,33*10°

1,16%10°

8,00%10°

9,00*10°

3,51*10°

8,67*10°

9,17*10°

8,33*10°

8,70*10°

3,00*10*

2,67*10*

9,48*10° + 1,52*10°

8,72*10° + 3,45*10*
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 2 4,00*10! 103 3,00*10* 2,92*10% + 4,20*10°
13 1,00*10* 103
4,00*10! 103
Mischung 2 1,00*10* 103 3,33*10%
14 4,00*10! 103
5,00*10* 103
Mischung 2 3,00*10? 103 2,33*10*
15 2,00*10* 103
2,00*10* 103
Farbe 1 1 3 1,26*103 103 1,31*10°

1,19*10° | 10°
1,47*10° | 10°
Farbel 2 |3 3,60%¥10> | 10° 4,43*10°
3,60*10° | 10°
6,10¥10> | 10°
Farbe1 3 |3 4,10%10* | 10° 3,47%10° 4,18*10° £ 5,59*10°
2,80%10> | 10°
3,50 *10% | 10°
Farbel 4 |3 3,40¥10> | 10° 4,03*10°
4,60%10* | 10°
4,10 *10> | 10°
Farbe1 5 |3 4,40%10° | 10° 4,77%10°
530%10> | 10°
4,60 *10> | 10°
Farbe2 1 |3 3,38*10° | 10° 3,64*10°
3,21*10° | 10°
4,33*10° | 10°
Farbe2 2 |3 2,87%10° | 10° 2,92 *10°
2,63*10° | 10°
3,.27*10° | 10°
Farbe2 3 |3 2,78*10° | 10° 2,87*10° 3,22%10° £ 4,11*10°
2,93*10° | 10°
2,91*10° | 10°
Farbe2 4 |3 3,63*10° | 10° 3,69%10°
3,87¥10° | 10°
3,57*10° | 10°
Farbe2 5 |3 3,23*10° | 10° 2,96*10°
2,97*10° | 10°
2,68*10° | 10°
Mischung | 3 6,00¥10' | 10° 6,33*10*
11 7,00¥10" | 10°
6,00¥10' | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 3 9,00*10! 103 8,00*10*
12 6,00*10* 103
9,00*10! 103
Mischung 3 7,00*10* 103 6,00%10% 6,67*10* + 1,36*10%
13 5,00*10? 103
6,00*10? 103
Mischung 3 5,00*10? 103 5,67*10%
14 7,00*10* 103
5,00*10! 103
Mischung 3 8,00*10* 103 8,67*10%
1.5 1,00¥10> | 103
8,00*10! 103
Farbe 1 1 4 9,50*10? 103 9,30*10°

1,05%10° | 10°
7,90%102 | 10°
Farbel1 2 |4 1,40%102 | 10° 1,50*10°
1,50*102 | 10°
1,60*102 | 10
Farbe1 3 |4 1,60%102 | 10 1,87*10° 1,69*10° + 1,53*10*
2,40%10% | 10°
1,60 *102 | 10
Farbel 4 |4 1,80%10% | 10° 1,73*10°
1,50*102 | 10°
1,90 *102 | 10°
Farbel1 5 |4 1,70%102 | 10° 1,67*10°
1,50%102 | 10°
1,80 *102 | 10°
Farbe2 1 |4 1,53*10° | 10 1,47*106
1,56*10° | 10°
1,31*10° | 10°
Farbe2 2 |4 1,39%10° | 10 1,54 *10°
1,55%10° | 10°
1,67*10° | 10
Farbe2 3 |4 1,68*10° | 10 1,68*106 1,71*106 + 2,34*10°
1,71*10° | 10
1,64*10° | 10
Farbe2 4 |4 1,86*10° | 10° 2,03*10°
1,95*10% | 10°
2,28%10% | 10°
Farbe2 5 |4 1,74*10° | 10° 1,81*10°
1,86*10° | 10°
1,82%10° | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 4 1,50*10? 103 1,20*10°
11 1,30*10? 103
8,00*10! 103
Mischung 4 1,60*10° 103 1,47*10°
12 1,70*10? 103
1,10*10? 103
Mischung 4 1,00¥10> | 103 1,33*10° 1,35%10° + 1,82*10*
13 1,60*10? 103
1,40*10° 103
Mischung 4 9,00*10* 103 1,60*10°
14 2,10*10? 103
1,80*10? 103
Mischung 4 8,00*10! 103 1,23*10°
15 2,00%¥102 | 10°
9,00*10* 103
Farbe 1 1 5 3,80*10? 103 3,97 *10°

3,60*10% | 10°
4,50*10% | 10°
Farbel 2 |5 7,00%10' | 10° 7,67*10°
9,00*10* | 10°
7,00%10' | 10°
Farbe13 |5 5,00%10' | 10° 7,33*10° 7,83*10° £ 4,30*10°
6,00*10' | 10°
1,10*10% | 10°
Farbel 4 |5 8,00¥10' | 10° 8,00%10°*
8,00¥10' | 10°
8,00¥10' | 10°
Farbel 5 |5 6,00*10" | 10° 8,33*10°
1,00%10% | 103
9,00 *10* | 10?
Farbe2_1 |5 520*10% | 10° 5,77 *10°
5,70%10> | 10°
6,4010° | 10°
Farbe2 2 |5 1,55%10° | 10° 1,62 *10°
1,69*10° | 10°
1,62*10° | 10°
Farbe2 3 |5 1,23*10° | 10° 1,26*10° 1,40*10° + 1,56*10°
1,24*10° | 10°
131*10° | 10°
Farbe2 4 |5 1,21*10° | 10° 1,35*10°
1,45%10° | 10°
1,38*10° | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe 2_5 5 1,27*10° 10? 1,35%10°
1,33*%10° 10?
1,45%10° 10?

Mischung 5 8,00*10* 103 7,33*10%
11 7,00%10* 103

7,00*10*? 103
Mischung 5 7,00*10? 103 8,67*10%
12 9,00*10* 103

1,00*10? 103
Mischung 5 8,00*10* 103 7,00*10% 7,08 ¥10* +5,71*10°
1.3 7,00¥10' | 10°

6,00*10? 103
Mischung 5 9,00*10*! 103 7,67*10%
1.4 7,00¥10 | 10°

7,00*%10? 103
Mischung 5 7,00%10* 103 6,33*10*
15 5,00*10? 103

7,00%10* 103
Farbe 1 1 6 1,40*10? 103 1,50 *10°

1,30*10% | 10°
1,80*10% | 10°
Farbel 2 |6 3,00%10' | 10° 4,00%10°
3,00%10' | 10°
6,00%10" | 10°
Farbe13 |6 2,00¥10' | 10° 3,33*10" 3,83*10" + 4,30%10°
4,00%10' | 10°
4,00 *10% | 10°
Farbel 4 |6 6,00*10" | 10° 4,33*10°
1,00%10" | 10°
6,00%10" | 10°
Farbel 5 |6 5,00*10' | 10° 3,67*10°
3,00%+10° | 10°
3,00 *10' | 10°
Farbe2 1 |6 1,28*10° | 10° 1,26 *10°
1,39*10° | 10°
1,11*10° | 10°
Farbe2 2 |6 9,40*10% | 10° 1,01 *10°
1,07*10° | 10°
1,02*10° | 10°
Farbe2 3 |6 1,47*10° | 10° 1,51*10° 1,28*10°  2,08*10°
1,53*10° | 10°
1,54*10° | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe 2_4 6 1,30*103 103 1,34*10°
1,40*103 103
1,33*103 103
Farbe 2 5 6 6,10*102 10° 6,17*10°
5,80*10? 103
6,60*10? 103

Mischung 6 3,00*10? 103 2,67*10*
12 3,00*10? 103

2,00*10? 103
Mischung 6 3,00*10? 103 3,67*10% 2,33*10% + 2,03*10*
13 4,00*10* 103

4,00*10* 103
Mischung 6 5,00*10* 103 3,33*10*
1.4 3,00%10 | 10°

2,00*10? 103
Mischung 6 4,00*10! 103 3,00*%10%
15 2,00*10? 103

3,00*10* 10°

Tabelle 53: Belastungstest Bakterien in RA-haltiger Farbe

Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_1 0 1,57*10° 103 1,63*10°
1,66*102 103
1,67*103 103
Farbe 1_2 0 1,06*10* 103 8,02*10°
6,56*10° 103
6,89*10° 103
Farbe 1_3 0 1,02*10* 103 8,69*10° 8,80*%10° +9,72*10°
9,28*103 103
6,56 *10° | 10°
Farbe 1_4 0 9,28*10° 103 1,02*10’
1,00*10* 103
1,14 *10* | 103
Farbe 1_5 0 7,44*10° 103 8,24*10°
9,85*103 103
7,44 *10° | 10®
Farbe 3 1 0 4,81*10° 103 4,85*10°
4,70*10° 103
5,03 *10°® | 108
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Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 3 2

Farbe 3_3

Farbe 3_4

Farbe 3_5

Mischung
11

Mischung
12

Mischung
13

Mischung
14

Mischung

1.5

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1 3

Farbe 1 4

Farbe 1_5

1,78*103
1,63*103
1,97 *10°

1,88*10°
1,84*10°
1,78 *10°

2,45%103
1,79*10°
2,85 *10°

1,99*103
1,96*103
2,07 *10°

2,17*10°
2,29%103
2,29%103

9,66*10°
8,90*10°
8,71*10°

8,52*10°
8,90*10°
8,71*10°

8,33*10°
9,28*10°
8,90*10°

8,52*10°
9,28*10°
6,02*103

7,41*10%
6,20*10*
5,74*10*

5,65*10*
4,72*10*
5,56*10*

4,17*10*
5,56*10*
5,00 *10*

6,67*10*
6,11*10*
5,65 *10*
6,67*10*
3,28*10*
5,28 *10*

10°
10°
10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°
10?
10?
10?

1,79*10°

1,83*10°

2,36*10°

2,01*10°

2,25*%10°

9,09*10°

8,71*10°

8,84*10°

7,94*106

6,45*10’

5,31*10’

4,91*10’

6,14*10’

5,08*107

2,00*10° £ 2,60*10°

8,65*10° + 5,00*10°

5,58*10" + 6,79*10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1 1 2 9,44*10% 103 9,17*10’
8,98*10* 103
9,07*10* 103
Farbe 1 2 2 1,17*10° 103 1,08*108
1,17%10° | 103
9,07*10* 103
Farbe 1_3 2 9,17*10* 103 9,10*10’ 1,01*108 £ 1,12*107
8,61*10* 103
9,54 *10* | 103
Farbe 1_4 2 9,91*10* 103 9,75*10’
9,91*10* 103
9,44 *10* | 103
Farbe 1_5 2 1,12*10° 103 1,17*10%
1,18*10° 103
1,20 *10° | 10®
Farbe 1_1 3 9,85*10° 10* 1,07*108
1,17*10* 10*
1,04*10* 10*
Farbe 1_2 3 2,15*10* 10* 2,06%10%
2,08*10* 10*
1,93*10* 10*
Farbe 1_3 3 1,29*10* 10% 1,27*108 1,54*10% + 2,14*107
1,14*10* | 10*
1,38 *10* | 10*
Farbe 1 4 3 1,00*10* 10* 1,02*%108
1,02*10* | 10*
1,02 *10* | 10*
Farbe 1_5 3 1,29%10° 10* 1,27*108
1,14*105 | 10*
1,38 *10° | 10*
Farbe 1_1 6 1,17*10* 104 1,40*108
1,42*10* 10*
1,61*10* 104
Farbe 1_2 6 1,64*10* 10% 1,43*108
1,64*10* 10*
1,00*10* 10*
Farbe 1_3 6 1,50*10* 10* 3,12*108 1,37*108 + 1,70*107
3,98*10* 10*
3,89 *10* | 10*
Farbe 1_4 6 1,12*10* 10* 9,30*10’
1,16*10* 10*
5,18 *10® | 10*
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Gezahlte
Zellen

Zeit (Wochen)

Farbe 1_5 6 1,75*10*
1,79*10%

1,82*10*

Tabelle 54:

Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
faktor (Mittelwert) wert Farbe)

10 1,79%108

10*

10*

Belastungstest Bakterien in RA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung

Gezahlte
Zellen

Zeit (Wochen)

Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

faktor

Farbe 1 1 0 7,77*103
9,66*103

8,33*10°

8,52*10°
9,09*10°
9,66%10°

7,77*%10°
8,14*10°
8,52 *10°

2,25%10°
2,60*103
2,48*10°

9,28*10°
1,04*10*
8,52 *10°

2,34*103
2,28*103
2,22 *10°

6,20*103
4,50*10°
5,60 *10°

1,12*10°
1,19*10°
1,37 *10°

1,65*103
1,50*103
1,53 *103

1,78*10°
1,63*10°
1,86 *103
2,25*%10°
2,17*103
2,34*103

Farbe 1 2 0

Farbe 1 3 0

Farbe 1l 4 0

Farbe 1_5 0

Farbe 3_1 0

Farbe 3_2 0

Farbe 3 3 0

Farbe 3 4 0

Farbe 3 5 0

Mischung 0
11

(Mittelwert)
8,59*10°

wert Farbe)

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10°
10°

10°
10°
10°
10?
10°
10°

9,09*10°

8,14*10°

9,03*10° £ 3,15*10°

2,53*10°

9,34*10°

2,28*10°

5,43*10°

1,21*10°

1,70*10° £ 4,47*10°

1,56*10°

1,76*10°

2,25*%10°
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Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Mischung
12

Mischung
13

Mischung
1.4

Mischung

15

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

Farbe 1_5

3,00*10°
2,94*%10°
2,77*%10°

1,32*10°
1,37*10°
1,24*10°

3,40*10°
2,68*10°
2,63*10°

2,53*103
2,81*103
2,94%103

3,89*10*
3,89*10*
3,80*10*

2,99*10*
2,08*10*
2,96*10*

4,07*10*
2,66*10*
3,98 *10*

2,15*10
2,55%10*
2,23 *10°

4,17*10*
3,98*10*
1,64 *10*

3,80*10*
3,89*10*
3,70*10*

3,28*10*
3,14*10*
3,03*10*

3,32*10%
4,35*10*
3,43 *10*

2,81*10*
3,07*10*
4,54 *10°
3,54*10*
2,99*10%
3,28 *10*

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°

10?
10?
10?
10?
10?
10?

2,90*%10°

1,31*10°

2,90*10°

2,76%10°

3,86*10’

2,68*10’

3,57*107

2,31*107

3,26*10’

3,80*10’

3,15*10’

3,70*10’

3,47*107

3,27*10’

2,41*10° + 6,78*10°

3,14*107 + 6,36*10°

3,48*107 +2,76*10°
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Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Farbe 1 1

Farbe 1_2

Farbe 1 3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Tabelle 55:

9,66*10°
4,60*10°
6,78*10°

8,14*10°
8,33*10°
6,67*103

3,26*10°
3,26*10°
7,99 *13*

8,52*10°
8,90*10°
8,52 *10°

2,84*%10°
3,10*10°
5,36 *10°

4,70%10°
5,58*103
5,58*103

3,99*10°
5,36%10°
5,25*103

2,57*10°
2,26%103
2,53 *10°

2,50%103
2,76%10°
2,32 *10°
8,33*10°
8,14*103
9,47*10°

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*
10*
10*
10*

Belastungstest Hefen in RA-haltiger Farbe

7,01*107

7,72*108

4,84*10’

8,65*107

1,27*108

5,29*10’

4,85*10’

2,45*107

2,53*10’

8,65*10’

5,93*107 £ 5,04*10°

4,22*107 £ 6,95*10°

Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 1_1

Farbe 1_2

9,50*10?
9,90*10%
1,12*10°
8,70*10?
9,40*10?
8,30*10?

10?
10°
10?
10?
10?
10?

1,02*10°

8,80*10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe1 3 |0 8,60*10? | 10° 8,67*10° 9,89%10° + 1,58*10°
7,90*10° | 10°
9,50 *10> | 10?
Farbel 4 |0 1,09*10° | 10° 1,37*10°
1,25%10° | 10°
1,41*10° | 10°
Farbel 5 |0 8,90%10* | 10° 9,23*10°
1,01*10° | 10°
8,70 *10> | 10°
Farbe3_.1 |0 5,90*10> | 10° 5,33*10°
530%10> | 10°
4,80 *10> | 10°
Farbe3.2 |0 5,80*10> | 10° 5,03*10°
4,60%10* | 10°
4,70 *10> | 10°
Farbe3.3 |0 1,20%10 | 10° 1,43%10° 5,07*10° + 2,20%10*
1,30%10° | 10°
1,80 *10> | 10°
Farbe3.4 |0 530*10> | 10° 5,13*10°
4,90%10* | 10°
520 *102 | 10°
Farbe3.5 |0 520%10> | 10° 4,80%10°
4,50*10° | 10°
4,70 *10* | 10°

Mischung 0 7,70*102 103 7,33*10°
1.1 7,40%102 | 103
6,90*102 103
Mischung 0 8,00*10? 103 7,23*10°
1.2 6,80*102 | 10°
6,90*102 103
Mischung 0 6,30*10° 103 6,23*10° 6,74*10° + 6,31*10*
13 6,50*102 103
5,90*102 103
Mischung 0 5,80*10%> | 10° 6,10*10° Mischung 1_4
14 6,60*10° 103
5,90*10? 103
Mischung 0 1,90*102 103 2,17*%10° Mischung 1_5
15 2,10*10? 103
2,50*10? 103
Farbe 1 1 1 5,00*102 103 4,83*10°

5,30*%102 103
4,20%10% 103
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Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Mischung

1.1

Mischung
12

Mischung
13

Mischung
14

Mischung
15

5,80*10°
6,90*10°
5,60%10°

4,30%10?
4,70%102
3,90 *10?

4,20%10%
3,70*10°
5,10*10°

5,20%10°
4,80*10%
4,30 *10?

3,50*%10°
2,90*%10°
3,20*%10°

3,50*10?
3,00*10?
3,20*10?

3,60*10°
3,10*10°
2,70 *10°

3,10*10?
3,30*102
3,40*10?

2,40*10?
2,60*10?
3,10 *10°

0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

5,10*10?
6,00*10?
4,60%10%

4,10*10?
3,40*102
3,90 *10?
0,00
0,00
0,00

10®
103
103

10®
10®
10®

10®
10®
10®

10°
10®
10°

103
103
103

10°
10°
10°

10?
103
10?

10?
10?
10?

103
10?
10?

10®
10®
10®

103
103
103

10?
10®
10?

10?
10?
10?
10®
10®
10®

6,10*10°

4,30%10°

6,33*10°

4,77*10°

3,20%10°

3,23*10°

3,13*10°

3,27*10°

2,70*10°

0,00

0,00

5,23*10°

3,80*10°

0,00

4,87*10° + 7,32*10*

3,11*10° + 2,33*10*

1,81*%10° + 2,52*10°

Mischung 1_5
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Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Mischung
1.1

Mischung
12

Mischung
13

Mischung
14

Mischung

15

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1_3

Farbe 1 4

3,10*%10°
2,90*%10°
3,30*%102

2,80*10?
3,60*10°
3,50*%10°

3,20*10?
3,40*10?
2,90 *10°

2,70*10?
2,60*10?
3,40*10°

2,40*102
2,70%102
2,20 *10?

0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

1,50*102
1,30%102
1,20*10?

9,00*10"
1,30*10°
9,00 *10*

0,00
0,00
0,00

3,10*10?
2,90*10?
3,00*10?

2,90*10?
3,70*10?
3,60*10?

3,60*10?
3,70*10?
4,70 *10?
3,00*102
4,70*10?
3,40*%10°

10°
10°
10°

10®
103
103

10®
10®
10®

10®
10®
10?

10°
10?
10°

103
103
103

10°
10°
10°

10?
103
10?

10®
10?
10?

103
10?
10?

102
10?
102

10%
10%
10?
10?
10?
10?
10?
10?
10?

3,10*10°

3,30*10°

3,17*10°

2,90*10°

2,43*10°

0,00

0,00

1,33*10°

1,03*10°

0,00

3,00*10*

3,40*10*

4,00*10*

3,70*10*

2,98*10° + 3,40*10*

4,76*10* £ 6,59*10*

3,47*10* £ 3,91*10°
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Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 1 5

Mischung
11

Mischung
12

Mischung
13

Mischung
14

Mischung
15

Tabelle 56:

2,70*%10°
3,80*%10°
3,10 *10?

0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00

2,10%102
1,90*102
2,90*102

3,00*%10°
3,10*10?
3,00 *10?
0,00
0,00
0,00

10?
10?
10?

10®
10°
10°

10®
10®
10®

10?
10?
10?

10%
10?
10%
10°
10°
10°

3,20*10*

0,00

0,00

2,30*10*

3,03*10*

0,00

1,07*10* £+ 1,48*10*

Belastungstest Hefen in RA-haltiger Farbe nach kinstlicher Alterung

Zeit (Wochen)

Gezahlte

Verdiinnungs-

Zellzahl/ml

Zellzahl/ml (Mittel-

Farbe 1_1

Farbe 1_2

Farbe 1 3

Farbe 1 4

Farbe 1 5

Farbe 3_1

Zellen

1,10*10°
8,70*10?
9,40*10?

9,00*10?
8,000*10?
8,30*10?

1,30*10?
1,60*10?
1,90 *10?

9,80*10?
1,01*10°
8,70*10?

1,11*103
1,23*103
1,23 *103
6,50%102
5,70*10?
4,00%10%

faktor

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°
10?
10°
10°

(Mittelwert)
9,70 *10°

8,43*10°

1,60*10°

9,53*10°

1,12*10°

5,40 *10°

wert Farbe)

9,72*10° + 1,14*10°

126




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe 3 2

Farbe 3_3

Farbe 3_4

Farbe 3_5

Mischung
11

Mischung
12

Mischung
13

Mischung
14

Mischung

1.5

Farbe 1 1

Farbe 1 2

Farbe 1 3

Farbe 1 4

Farbe 1_5

4,50*10?
3,90*%102
4,80*10?

4,20%10%
3,90*10°
4,60 *10?

4,40*102
4,40*102
6,20*102

4,60%10%
4,20%10%
5,20 *10°

6,70*10?
6,40*10?
5,90*10?

8,30*10?
6,80%10°
7,00%10°

7,30*10?
7,50*10?
6,90*10?

6,80*10°
7,00%10°
7,40*%10°

2,90*10?
3,10*10?
3,50*102

1,80*102
1,60%102
1,10*10?

2,00*10?
1,60*10°
1,30*10°

1,30*10?
1,70*10?
1,50 *10?

2,10%102
1,60*102
1,20*102
1,10*102
2,00%102
1,60 *102

10°
10°
10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°
10?
10?
10?

4,40%10°

4,23*10°

5,00*10°

4,67*10°

6,33*10°

7,37*10°

7,23*10°

7,07*10°

3,17*10°

1,50*10°

1,63*10°

1,50*10°

1,60*10°

1,57*10°

4,74*10° + 4,70*10*

7,00%10° + 4,63*10*

1,57*10° + 6,50*103

127




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_1 2 2,10*10° 103 2,07*10°
1,70*10° 103
2,40*10° 103
Farbe 1_2 2 9,00*10? 103 1,13*10°
1,20*10? 103
1,30*102 103
Farbe 1_3 2 1,80*10% 103 2,03*10° 1,99*10° £ 5,94*10*
2,10*10° 103
2,20 *10* | 108
Farbe 1_4 2 2,00*10° 103 2,80*10°
2,80*10° 103
3,60*10° 103
Farbe 1_5 2 1,80*10° 103 1,90*10°
1,80*10° 103
2,10 *10* | 10°
Farbe 1_1 3 1,30*10? 103 1,73*10°
1,70*10? 103
2,20*10° 103
Farbe 1_2 3 1,40*10° 103 1,50*10°
2,10*10° 103
1,00*10° 103
Farbe 1_3 3 1,90*10? 103 2,20*10° 2,28*10° + 8,17*10*
2,00*10° 103
2,70 102 | 103
Farbe 1_4 3 3,40*10° 103 3,60*10°
3,50*10° 103
3,90*10° 103
Farbe 1_5 3 3,10*10° 103 2,37*%10°
2,40*10> | 10°
1,60 *10% | 10®
Farbe 1_1 6 2,40*10° 10? 2,57*10*
1,90*10° 102
3,40*10° 10?
Farbe 1_2 6 2,10*10° 10? 2,30*10*
1,70*10? 10?
3,10*10° 10?
Farbe 1_3 6 1,90*10° 102 2,33*10* 2,22*%10% + 2,96*103
2,40*10° 10?
2,70 *10* | 10?
Farbe 1_4 6 1,90*10% 102 1,77*10*
1,30*10% 102
2,10¥10* | 102
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe 1_5 6 1,90*102 10? 2,13*10*

2,60*10° 10?

1,90 *10% | 102

Tabelle 57: Belastungstest Bakterien in SA-haltiger Farbe

Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe A_1 0 5,49*10° 103 8,64 *10°
1,13*10* 103
9,12*10° 103
Farbe A_2 0 8,76*10° 103 9,25*10°
9,12*%10% | 103
9,85*103 103
Farbe A_3 0 6,44*10° 103 8,23*10° 8,58*10° + 4,70*10°
8,76*103 103
9,49*103 103
Farbe A_4 0 3,98*10° 103 8,75*10°
1,06*%10* 103
1,17*10* 103
Farbe A_5 0 6,63*10° 103 8,05*10°
9,85*103 103
7,66*10° 103
Farbe B_1 0 1,94*10* 103 1,26 *10’
8,03*10° 103
1,02*10* 103
Farbe B_2 0 1,52*103 103 1,58*10°
1,63*103 103
1,62*10° | 10°
Farbe B_3 0 8,76*10° 103 9,12*10° 1,03*107 + 1,99*10°
8,76*10° 103
9,85*103 103
Farbe B_4 0 9,49*10° 103 1,27*10°
1,24*10* | 10®
1,17*10* | 10®
Farbe B_5 0 4,92*%103 103 8,21*10° Farbe B_5
1,17*10* | 103
8,03*10° 103
Farbe C_1 0 9,49*10° 103 1,09 *10’ Farbe C_1
1,13*10* 103
1,20*10* 103
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Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe C_2

Farbe C_3

Farbe C_4

Farbe C_5

Farbe D_1

Farbe D_2

Farbe D_3

Farbe D_4

Farbe D 5

Farbe B_1

Farbe B_2

Farbe B_3

Farbe B_4

1,02*10*
1,06*10*
1,17*10*

8,39%10°
1,06*10°
9,12*103

8,03*10°
8,39*10°
9,12*10°

8,76*10°
8,76*10°
9,85*10°

4,17*10°
5,30*%10°
6,06%10°

4,17*10°
4,55%10°
5,30*103

4,36%10°
4,55%10°
5,11*103

3,25%10°
2,83*10°
2,91*103

4,17*10°
3,98*10°
3,79*10°

7,00*10*
8,00*10"
6,00*10*

8,00%10*
5,00*10*
6,00*10*

6,00*10"
8,00*10*
6,00*10*
8,00*10"
8,00*10"
6,00%10"

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10?

10?
10?
10?

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°

10?
10°
10°
10?
10?
10?

1,08*10’

9,37*10°

8,52*10°

9,12*10°

5,18 *10°

4,67*10°

4,67*10°

3,00*%10°

3,98*10°

7,00 *10*

6,33 *10*

6,67 *10*

7,33 *10*

9,74*10° + 1,06*10°

4,28*10° + 8,22*10°

6,93*10% + 4,34*10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

Farbe B_5 3 8,00*10* 103 7,33 *10* Farbe B_5
8,00*10! 103
6,00*10* 103
Farbe C_1 3 5,00*10? 103 6,33 *10*
8,00*10* 103
6,00*10? 103
Farbe C_2 3 8,00*10* 103 7,00 *10*
5,00*10? 103
8,00*10* 103
Farbe C_4 3 7,00*10? 103 6,00 *10* 5,20*10% + 2,93*10*
5,00*10? 103
6,00*10* 103
Farbe C_5 3 8,00*10? 103 7,33 *10*
8,00*10! 103
6,00*10* 103
Farbe B_1 6 1,17*10% 103 1,03 *107
1,09*10* 103
8,39*103 103
Farbe B_2 6 2,87*10° 103 2,94 *10°
3,04*10° 103
2,91*10° | 10°
Farbe B_3 6 3,45*10° 103 3,51 *10° Farbe B_3
3,50*103 103
3,58*103 103
Farbe B_4 6 2,97*10° 103 3,02 *10° Farbe B_4
3,14*10° | 10°
2,95*103 103
Farbe B_5 6 3,51*10° 103 3,56 *10° Farbe B_5
3,48*10° | 10°
3,69¥10° | 10°
Farbe C 1 6 2,73*10° 103 2,91 *108
2,99*10° 103
3,01*10° 103
FarbeC 2 |6 2,54*10° | 10° 2,67 *10°
2,83¥10° | 10°
2,64*10° | 10°
Farbe C_4 6 2,32*10° 103 2,41 *10° 2,14*%106 £ 1,21*10°
2,51%10° | 10°
2,40*%103 103
FarbeC 5 |6 2,61¥10° | 10° 2,72 *10°
2,82¥10° | 10°
2,72¥10° | 10°
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Tabelle 58: Belastungstest Bakterien in SA-haltiger Farbe nach kiinstlicher Alterung

Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)

FarbeA_1 |0 8,03*10° | 10° 9,00 *10°
1,06*10* | 10°
8,39*10° | 10°
FarbeA_2 |0 1,06%10* | 10° 9,12*10°
8,76*10° | 10°
8,03*10° | 10°
FarbeA 3 |0 9,49¥10° | 10° 1,07*10 9,61%10° £ 6,72*10°
1,09*10* | 10°
1,17*10° | 10°
FarbeA 4 |0 7,01¥10° | 10° 9,67*10°
7,77%10° | 10°
1,42%10* | 10°
FarbeA 5 |0 6,06¥10° | 10° 9,56*10°
1,06*10° | 10°
1,20*10° | 10°
FarbeB_1 |0 1,35%10* | 10° 1,17 *107
1,13*10 | 10°
1,02*10* | 10°
FarbeB_2 |0 1,20%10* | 10° 1,18*107
1,50*10* | 10°
8,39*10° | 10°
FarbeB_3 |0 1,06%10* | 10° 1,02*10 1,05%107 + 1,14*10°
1,09*10* | 10°
9,12*10° | 10°
FarbeB_4 |0 9,85*10° | 10° 9,37*10°
1,02*10° | 10°
8,03*10° | 10°
FarbeB5 |0 9,66*10° | 10° 9,66*10°
8,52*10° | 10°
1,08%10* | 10°
FarbeC_1 |0 7,66*10° | 10° 7,72 *10°
1,09*10° | 10°
4,55%10° | 10°
FarbeC_2 |0 8,03*10° | 10° 8,15%10°
8,76*10° | 10°
7,66*10° | 10°
FarbeC 3 |0 8,39*10° | 10° 7,25%10° 7,86*10° £ 4,37*10°
7,66*10° | 10°
5,68*10° | 10°
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Zeit (Wochen)

Gezahlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Farbe C_4

Farbe C_5

Farbe D_1

Farbe D_2

Farbe D _3

Farbe D 4

Farbe D_5

Farbe A_1

Farbe A 2

Farbe A_3

Farbe A_4

Farbe A_5

Farbe B_1

Farbe B_2

7,66 *10°
8,39*10°
9,12*10°

9,12*10°
4,36*10°
9,85*10°

4,92*10°
5,49*103
4,55%10°

5,87*10°
5,11*103
5,87*10°

4,36%10°
4,73*10°
5,30*103

8,76*10°
8,39*10°

3,98*103
5,30*103
5,87*103

4,07*10*
4,44*10°*
5,09*10°*

4,07*10*
4,63*10*
4,17*10*

4,72*10°*
4,44*10°*
4,35*10°*

3,80*10*
4,17*10*
4,54*10*

4,72*10*
3,24*10*
4,26%10*

2,13*10*
2,59*10*
2,04*10*
2,08*10*
1,50*10*
1,75*10%

10?
10°
10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10°

10°
10°
10°

10°
10°

10?
10°
10?

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10?
10?
10?
10?
10?
10?

8,39*10°

7,78*10°

4,99 *10°

5,62*10°

4,80*10°

5,72 *10°

5,05*10°

4,54 *10®

4,29*10%

4,51*10%

4,17*10%

4,07*108

2,25 *107

1,78*107

5,24*10° + 4,08*10°

4,32*10% £ 2,06*10’
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe B_3 1 1,79*10* 103 1,92*10’ 2,11*107 +3,91*10°
1,72*10* 103
2,26*10* 103

Farbe B_4 1 2,26*10* 103 1,86*10’
1,61*10% 103
1,72*10% 103
Farbe B_5 1 2,66*10* 103 2,73*107
2,52%10° | 10°
2,99*10% 103
Farbe C_1 1 3,90*10? 103 3,67 *10°
4,10*10? 103
3,00*10? 103
Farbe C_2 1 2,92*10° 103 2,92*10°
3,28*103 103
2,55*10° 103
Farbe C_3 1 3,98*10° 103 3,16*10° 3,52*10° £ 5,92*10°
2,72*10° 103
2,77*10° 103
Farbe C 4 1 3,98 *103 103 4,23*10°
4,55*%103 103
4,17*103 103
Farbe C_5 1 3,72*10° 103 3,76*10°
3,39*10° 103
4,17*103 103
Farbe A_1 2 2,50*%10* 10* 2,35 *10°8
2,22%¥10* | 10°
2,31*10° | 10°
Farbe A 2 2 3,98*10% 10* 4,01*108
4,35*10* 10*
3,70*10* 10*
Farbe A_3 2 2,59*10% 10* 2,59*10°8 2,83*10% + 7,38*10’
3,06*10* 10*
2,13*10% 10*
Farbe A_4 2 3,43*10% 10* 2,90*10°8
2,31*10% 10*
2,96*10% 10*
Farbe A5 |2 2,13*10* | 10° 2,13*10°
2,31*10% 10*
1,94*10% 10*
Farbe B_1 2 1,00*10* 103 1,00 *107
9,66*103 103
1,03*10* 103
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe B_2 2 1,42*10* 103 9,10*10°
7,95*10° 103
5,11*10° 103

FarbeB_3 |2 1,06%10* | 10° 9,37*10° 9,75*10° + 1,46*10°
9,85*10° | 10°
7,66*10° | 10°
FarbeB_4 |2 7,95%10° | 10° 8,21*10°
7,95%10° | 10°
8,71*10° | 10°
Farbe B_S | 2 1,16*10* | 10° 1,21*107
1,23*10* | 10°
1,23*10* | 10°
FarbeC_1 |2 1,36*10* | 10° 1,41*107
1,50*10* | 10°
1,38*10* | 10°
FarbeC_2 |2 1,61*10* | 10° 1,58*107
1,65%10* | 10°
1,88*10* | 10°
FarbeC_3 |2 2,50*10* | 10° 2,59 *107 1,82*107 £ 5,27*10°
2,96*10* | 10°
2,31*10* | 10°
FarbeC_4 |2 1,70%10* | 10° 1,70 *107
1,53*10* | 10°
1,88*10* | 10°
FarbeC_5 |2 8,76*10° | 10° 7,99 *10°
8,39*10° | 10°
6,82*10° | 10°
FarbeA_1 |3 1,13*10* | 10 1,05 *10°
9,49*10° | 10°
1,06%10* | 10°
FarbeA_2 |3 1,13*10* |10 1,10*10°
1,02*10* | 10
1,20%10° | 10
FarbeA_3 |3 1,35%10* | 10 1,65*10° 1,20%10° £ 1,63*107
2,31*10 | 10°
1,28*10* | 10
FarbeA_4 |3 511*10° | 10° 5,49*10’
6,06*10° | 10°
5,30*10° | 10°
FarbeAS |3 1,28*10* | 10° 1,07*108
1,06%10* | 10°
8,76*10° | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe B_1 3 4,94*103 103 5,65 *10°
5,38*10° 103
6,63*10° 103

FarbeB 2 |3 6,18%10° | 10° 1,22*106
4,75*10° | 10°
2,58%10% | 10°
FarbeB 3 |3 5,58%10° | 10° 5,52*10° 4,62*10° + 1,13*10°
5,74¥10% | 10°
5,23*10° | 10°
FarbeB 4 |3 3,85%10° | 10° 3,76*10°
4,14*10° | 10°
3,30%10° | 10°
FarbeB 5 |3 3,48%10° | 10° 3,53*10°
3,60%10° | 10°
3,50%10° | 10°
FarbeC 1 |3 3,30%10° | 10° 2,84*10°
2,58%10° | 10°
2,65%10° | 10°
FarbeC 2 |3 4,28%10° | 10° 4,04%106
3,92%10° | 10°
3,92%¥10° | 10°
FarbeC 3 |3 3,44*10° | 10° 3,84*10° 4,30*10° + 1,13*10°
4,00¥10° | 10°
4,07*10° | 10°
FarbeC 4 |3 5,26%10° | 10° 5,00%10°
5,03*10° | 10°
4,70¥10° | 10°
FarbeC 5 |3 57010 | 10° 5,80*10°
5,50%102 | 10°
6,20102 | 10°
FarbeA 1 |6 9,85*10° | 10 1,03 *108
8,39*10° | 10
1,28*10* | 10°
FarbeA 2 |6 1,13*10* | 10° 1,23*108
1,35*10* | 10°
1,20%10* | 10°
FarbeA 3 |6 9,12*10° | 10 1,40*108 1,08*108 + 1,11*107
2,13*10* | 10*
1,17*10* | 10
FarbeA 4 |6 1,94*10* | 10 1,98*108
2,04%10* | 10*
1,94*10* | 10
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs-  Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Farbe A_5 6 1,64*10* 104 1,41*10%
1,35%10* 104
1,24*10* 104
Farbe B_1 6 4,73*103 103 4,80 *10°
5,30*10° 103
4,36*10° 103
FarbeB_2 |6 2,41*¥10° | 10° 2,44%10°
2,63*10° 103
2,30*10* 103
Farbe B_3 6 3,39*10° 103 4,48*10° 4,29*10°+1,11*10°
5,11*¥10® | 103
4,92*10° 103
Farbe B_4 6 4,17*10° 103 4,36*10°
4,36*10° 103
4,55*10° 103
Farbe B_5 6 4,55*103 103 5,37*10°
5,49*10° 103
6,06%10° 103
Farbe C_1 6 2,74*10° 103 2,59*10°
2,60*10° 103
2,44*10° 103
Farbe C_2 6 2,04*10° 103 2,22*10°
2,22*10° 103
2,40*10° 103
FarbeC_3 |6 2,59*10° | 10° 2,68*10° 2,49%10° £ 2,11*10°
2,75*10° | 10°
2,69*10° 103
Farbe C_4 6 2,87*10° 103 2,64*10°
2,94*10° 103
2,10%10® | 103
Farbe C_5 6 2,50*102 10® 2,30*10° Farbe C_5
2,10¥10* | 103
2,30*10° 103

Rot markierte Zahlen wurden bei der Auswertung nicht bertiicksichtigt.

137




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

8.5 Bestimmung der koloniebildenden Einheit in Bodenbelagsklebstoffen

Tabelle 59: Belastungstest Bakterien in Bodenbelagsklebstoffen
Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 0 9,85*103 103 1,02*10’
Al 1,04*10% 103
1,02*10* 103
Klebstoff 0 6,25*103 103 5,24*10°
A2 5,30*103 103
4,17*10% | 10°
Klebstoff 0 1,42*10% 103 1,29*107 1,15*%107 + 1,28*10°
A3 1,17*10* | 10°
1,27*¥10* | 10°
Klebstoff 0 1,27*10% 103 1,07*107
A4 1,02*10* | 10°
9,29*103 103
Klebstoff | 0 1,24*10* | 10° 1,23*10
A_S 1,31%10* | 10°
1,13*10* | 10°
Klebstoff 0 2,22*10* 103 1,62*10’
B 1 1,39*10* 103
1,24*10% 103
Klebstoff 0 6,25*10° | 10° 7,47*10°
B_2 7,77*10° | 10°
8,39*10° | 10°
Klebstoff 0 1,35*10* 103 1,57*10’ 1,54*107 + 7,26*10°
B_3 1,06%10* | 10°
2,31*10* 103
Klebstoff | 0 1,53*10* | 10° 1,45%107
B 4 2,31*10* | 10°
4,92*103 103
Klebstoff | 0 1,53*10° | 10° 1,52*10
B_S 1,68*10° | 10°
1,35*%10* | 10°
Mischung 0 9,12*103 103 9,98*10°
11 1,06*10* 103
1,02*10* 103
Mischung 0 7,01*10® | 10° 7,58*10°
12 7,58*10° | 10°
8,14*10° | 10°
Mischung 0 1,17*10* 103 1,17*10’ 1,09*107 + 7,16*10°
13
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 0 1,35*%10* | 10° 1,11*107
14 1,20*10* 103

7,77*%10° 103
Mischung 0 1,72*10* | 103 1,08*10’
15 7,95*103 103

7,20%103 103
Klebstoff 1 1,20*10* | 10° 1,20*10’
A1l 1,24*10* | 10°

1,17*10* | 10°
Klebstoff 1 1,17*10° 103 1,12*10’
A2 1,35*%10* | 10°

8,39*103 103
Klebstoff 1 1,39*10* 103 1,78*10’ 1,50*107 + 3,90*10°
A3 1,46*10* 103

2,50*10% 103
Klebstoff 1 3,39*10° 103 3,17*10°
A4 3,17*10° 103

2,95*103 103
Klebstoff 1 1,85*10* | 10° 1,88*10’
A5 1,94*10* 103

1,85*10* 103
Klebstoff 2 3,06*10% 103 3,06*10’
Al 3,15*10% 103

2,96*10% 103
Klebstoff 2 3,33*10% 103 3,33*107
A2 3,15%10* | 103

3,52*10% 103
Klebstoff | 2 2,96¥10* | 10° 3,21*10 3,05*107 + 3,71*10°
A3 3,33*10° | 10°

3,33*10% 103
Klebstoff |2 2,41%10° | 10° 2,41*10
A 4 2,22*10* 103

2,59*10% 103
Klebstoff 2 2,50*10% 103 3,24*107
A_5 3,98*10° | 10°

3,24*10° | 10°
Klebstoff 3 5,19*10% 103 6,11*10’
A1l 6,76¥10* | 10°

6,39*10* 103
Klebstoff |3 8,70*10° | 10° 7,56*10
A2 7,04%10° | 10°

6,94*10° | 10°

139




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Klebstoff
A3

Klebstoff
A4

Klebstoff
A5

Klebstoff
Al

Klebstoff
A2

Klebstoff
A3

Klebstoff
A4

Klebstoff
A5

Tabelle 60:

5,83*10*
6,30*10*
6,57*10*

6,11*10*
5,00%10*
5,46*10*

7,04*10*
5,46*10*
6,76*10*

5,11*10°
4,36%10°
3,19*103

7,58*10°
8,52*10°
3,10*%10°

4,55%10°
4,73*10°
5,30*103

3,79*10°
3,17*10°
3,50%10°
7,66*10°
4,36%103
4,73*10°

Belastungstest Bakterien

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10*
10*
10*

10*
10*
10*

10*
10*
10*
10*
10*
10*
10*
10*
10*

6,23*%10’

5,52*10’

6,42*10’

4,22*107

5,47*10’

4,86*10’

5,52*107

5,59*10’

6,37*107 + 7,46*10°

4,36%107 £ 7,15*10°

in Bodenbelagsklebstoffen nach kiinstlicher Alterung

Zeit (Wochen)

Gezadhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Klebstoff
Al

Klebstoff
A2

Klebstoff
A3

Klebstoff
A4

5,87*10°
5,68*103
5,49*103

2,90*103
2,87*10°
2,66%10°

3,57*10°
3,52*10°
3,48*10°
3,28*10°
3,40*103
3,34*103

10°
10?
10?

10°
10?
10°

10°
10°
10°
10?
10°
10°

5,68*10°

2,81*%10°

3,52*10°

3,34*10°

4,31*¥10° £ 1,51*10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 0 5,68*10° | 102 6,00*10°
A5 5,30*10° 103
7,01*10° 103
Klebstoff 0 2,44*103 103 2,64*10°
B 1 2,88*103 103
2,59*103 103
Klebstoff 0 1,30*103 103 1,27*10°
B 2 1,23*103 103
1,27*103 103
Klebstoff 0 1,23*103 103 1,12*10° 2,43*10°+ 1,81*10°
B_3 1,15*%10% | 10°
9,90*10? 103
Klebstoff 0 6,25*10° 103 5,49*10°
B_4 3,98*10° 103
6,25*103 103
Klebstoff 0 1,59*103 103 1,64*10°
B_5 1,86*10° | 10°
1,47*103 103
Mischung 0 1,49*10° | 10° 1,52*10°
11 1,50*103 103
1,58*103 103
Mischung 0 1,75*10° | 10° 1,70*10°
1.2 1,62*10° | 10°
1,72*¥10° | 10°
Mischung 0 1,72*103 103 1,76*10° 1,31*10° + 5,06*10°
1.3 1,72*¥10° | 10°
1,85*10° 103
Mischung | 0 1,065*10° | 10° 1,05*10°
1.4 9,40%10> | 10°
1,14*103 103
Mischung | 0 5,30%10% | 10° 5,40*10°
1.5 5,70%10% | 10°
5,20%10% | 10°
Klebstoff 1 3,33*10% 103 4,20*107
Al 4,44*10% 103
4,81*10% 103
Klebstoff 1 3,33*10* 103 3,52*10’
A2 3,33*10* | 10°
3,89*10% 103
Klebstoff 1 4,07*10* 103 4,29*107 4,03*107 + 4,94*10°
A3 4,63*10* 103
4,17*10% 103
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-

Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 1 5,19*10* | 103 4,63*107
A4 3,61*10% 103

5,09*%10% 103
Klebstoff 1 3,33*10% 103 3,52*10’
A5 2,59*10% 103

4,63*10% 103
Klebstoff 2 2,09*103 10% 2,0833*10’
Al 2,10*103 10*

2,04*103 10%
Klebstoff 2 2,12*%10° 10* 2,12*107
A2 2,17*10° | 10*

2,08*103 10*
Klebstoff 2 3,90*10° 10* 3,17*107 2,75*107 + 6,98*10°
A3 2,60*103 10*

3,00*10° 10*
Klebstoff 2 2,74*103 10* 2,70*107
A4 2,74*103 10*

2,63*103 10*
Klebstoff 2 2,98*103 10% 3,15*107
A5 3,25%103 10*

3,21%10° | 10°
Klebstoff 3 5,28*10% 103 5,00*10’
A1l 4,81*10* | 103

4,91*10* | 10°
Klebstoff 3 4,26*10% 103 4,20*10’
A2 3,98*10% 103

4,35*10* 103
Klebstoff |3 6,67%10° | 10° 6,45*10 4,83*107 +9,69*10°
A_3 6,48*10* | 103

6,20*10% 103
Klebstoff |3 4,17*10* | 103 4,35*10
A 4 4,07*10% 103

4,81*10% 103
Klebstoff 3 3,89*10% 103 4,14*107
A5 3,89*10° | 10°

4,63*10* | 10°
Klebstoff 6 9,47*10° 10* 7,64*107
Al 8,14*10° | 10*

5,30*10° 10*
Klebstoff 6 1,12*10* 10* 1,12*108
A2 1,17*10* | 10°

9,28*10° | 10°
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Zeit (Wochen)

Gezdhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Klebstoff
A3

Klebstoff
A4

Klebstoff
A5

Tabelle 61:

9,09*10°
8,33*10°
7,95*%10°

1,38*10*
7,95%10°
9,28*10°
8,14*103
6,63*10°
7,95%10°

10*
10*
10*

10*
10*
10*
10*
10*
10*

8,46%10’

1,04*108

7,58*107

Belastungstest Hefen in Bodenbelagsklebstoffen

9,09*10" + 1,64*10’

Zeit (Wochen)

Gezadhlte
Zellen

Verdiinnungs-
faktor

Zellzahl/ml
(Mittelwert)

Zellzahl/ml (Mittel-
wert Farbe)

Klebstoff
Al

Klebstoff
A2

Klebstoff
A3

Klebstoff
A4

Klebstoff
A5

Klebstoff
B 1

Klebstoff
B2

Klebstoff
B_3

Klebstoff
B 4

1,02*10*
1,23*10*
1,19*10*

1,38*10*
1,42*10°
1,42*10°

1,17*10*
1,24*10*
1,46*10*

1,50*10*
1,53*10*
1,42*10*

1,13*10*
1,31*10°
1,31*10*

1,16*10*
1,21*10°
1,48*10*

1,28*10*
1,39*10*
1,13*10*
1,24*10°
1,20*10*
1,53*10°
1,13*10*
1,13*10*
1,17*10°

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?

10?
10?
10?
10?
10?
10?

1,15*10°

1,41*10°

1,29%10°

1,48*10°

1,25*10°

1,28*10°

1,27*10°

1,33*10°

1,14*10°

1,32*10°+ 1,31*10°

1,24*10° + 7,98*10*

143




Topfkonservierung fir Innenraumbauprodukte

Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 0 1,31*10* 10? 1,17*10°
B 5 1,09*10* 10?
1,09*10* 10?
Mischung 0 1,27*10* | 10? 1,10*10°
11 1,08*10* 10?
9,47*103 102
Mischung 0 1,00%10* | 10? 8,14*10°
1.2 8,14*10° | 102
6,25*103 10?
Mischung 0 9,85*103 10? 1,02*10° 1,07*10° + 2,22*10°
13 1,06*10* | 102
1,02*10* 10?
Mischung 0 5,11*10° | 10? 1,70*10°
14
Mischung 0 1,31*10* 10? 1,35*10°
1.5 1,28*10* | 10?
1,46*10* 10?
Klebstoff | 1 1,20%10% | 10? 1,03*10*
A_1 1,00¥10% | 10?
9,00%10' | 107
Klebstoff 1 4,00*10! 102 5,00*103
A2 7,00*10? 10?
4,00*10! 10?
Klebstoff 1 1,30*10? 102 1,63*10* 1,31*10% + 2,47*10°
A3 1,90*10% | 102
1,70*10* | 102
Klebstoff 1 1,20*10? 102 1,27*10*
A4 1,20%102 | 102
1,40*10? 102
Klebstoff 1 1,30*10? 10? 1,30*10*
A_5 1,20%102 | 10?
1,40*102 10?
Klebstoff |2 3,19*10° | 10! 3,36*10°
A_1 3,58*10° | 10!
3,31*10° | 10!
Klebstoff 2 3,36%10° 10! 3,52*10%
A2 3,77¥10° | 10°
3,42*103 10!
Klebstoff 2 2,28*103 10! 2,28*10* 3,52*10% + 1,65*10°
A3 2,10*103 10!
2,15*%103 101
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 2 3,10*103 10! 3,46*10%
A4 3,55*10° 10!
3,74*10° 10!
Klebstoff 2 3,70*103 10! 3,75*10*
A5 3,80*103 101
3,75*103 10!
Klebstoff 3 1,02*103 10? 9,57*10%
A1l 9,70%10% | 102
8,80*10? 10?
Klebstoff 3 7,00*10? 10? 7,53*10%
A2 6,90*10? 10?
8,70*10? 10?
Klebstoff 3 1,01*103 10? 1,01*10° 1,14*10° + 1,78*10*
A3 1,04*103 10?
9,80*10? 10?
Klebstoff 3 1,03*103 10? 1,29*10°
A 4 1,36*103 10?
1,47*103 10?
Klebstoff 3 1,22*103 102 1,29*10°
A5 1,38*103 10?
1,26*103 102
Klebstoff 6 8,20*102 102 7,40*10*
A1l 7,70%10% | 102
6,30*10? 102
Klebstoff 6 8,80*102 10? 7,60*10%
A2 6,90*102 | 102
7,10%10? 102
Klebstoff | 6 6,50*102 | 102 6,57*10* 7,67*10* + 7,62*10°
A_3 7,30%102 | 102
5,90%10% | 107
Klebstoff 6 7,30%10? 10? 8,47*10%
A4 8,90*10? 10?
9,20*10? 10?
Klebstoff | 6 7,00¥102 | 10? 8,30*10°
A5 8,90%10% | 107
9,00%10% | 10?
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Tabelle 62: Belastungstest Hefen in Bodenbelagsklebstoffen nach kiinstlicher Alterung
Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 0 7,40*10? 103 6,93*10°
Al 7,20*10? 103
6,20*10? 103
Klebstoff 0 5,10*10? 103 5,37*10°
A2 6,30*%102 103
4,70*10? 103
Klebstoff 0 6,90*10% | 103 5,83*10° 6,03*10° + 6,38*10*
A3 5,70*10? 103
4,90*10* | 103
Klebstoff 0 6,60*102 103 5,60%10°
A4 5,30*102 | 103
4,90*10? 103
Klebstoff 0 7,60*10? 103 6,43*10°
A5 5,30*10? 103
6,40*10? 103
Klebstoff 0 7,60%10? 103 7,00%10°
B 1 7,10%10? 103
6,30*102 103
Klebstoff 0 6,70*10? 103 6,70*10°
B 2 8,10*10? 103
5,30*10? 103
Klebstoff 0 6,30*10? 103 6,30*10° 6,78*10° + 3,70*10*
B_3 8,10*102 | 103
6,70*102 103
Klebstoff 0 7,30*10? 103 7,27*10°
B_4 6,90%102 | 10°
7,60*10? 103
Klebstoff 0 6,30*102 103 6,63*10°
B 5 6,50*102 103
7,10%10? 103
Mischung | 0 4,90*10% | 10° 4,87*10°
1.1 4,50*10% | 10°
5,20*10? | 10°
Mischung 0 4,80*%10% | 103 4,63*10°
12 5,20%102 103
3,90*10? 103
Mischung 0 4,60*10? 103 5,10*10° 4,94*10° + 2,12*10*
13 5,60*10% | 10°
5,10%10% | 10°
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Zeit (Wochen) Gezdhlte Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Mischung 0 6,40%10% | 10° 4,93*10°
14 5,30*10? 103
3,10*10? 103
Mischung 0 4,30*10% | 103 5,17*10°
15 5,50*102 103
5,70*10? 103
Klebstoff 1 8,00*10? 10? 8,00*10°
A1l 1,00%102 | 102
6,00*101 10?
Klebstoff 1 4,00*10! 10? 2,67*10°
A2 1,00*10? 10?
3,00*10? 10?
Klebstoff 1 1,20*10? 10? 1,37*10* 1,87*10* + 3,80*10°
A3 1,10*10? 10?
1,80*102 10?
Klebstoff 1 1,30*10? 10? 1,00*10*
A4 8,00*10? 10?
9,00*10? 10?
Klebstoff 1 8,00*10? 102 9,33*10°
A5 1,60*10? 10?
4,00*10! 102
Klebstoff 2 1,00*10* 102 6,67*102
Al 1,00*10* 10?
Klebstoff 2 3,00*10' | 102 1,00*10°
A2
Klebstoff 2 1,14*103 102 1,41*10° 1,34*10% + 6,26*10?
A3 1,45*103 10?
1,63*103 102
Klebstoff 2 2,00*101 10? 1,33*103
A4 1,00%10' | 102
1,00*101 10?
Klebstoff 2 1,40*102 10? 4,67*10°
A5
Klebstoff 3 1,20*102 10! 1,07*103
Al 1,00%10? 10!
1,00*102 10!
Klebstoff 3 1,20*10? 101 1,40*103
A2 1,20*10? 101
1,80*102 10!
Klebstoff 3 2,10*10? 10! 1,70*103 1,62*10% + 4,53*10?
A3 1,90*102 | 10!
1,10*10? 10!
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Zeit (Wochen) Gezdhlte @ Verdiinnungs- Zellzahl/ml Zellzahl/ml (Mittel-
Zellen faktor (Mittelwert) wert Farbe)
Klebstoff 3 2,90*10? 10! 2,30*%10°
A4 2,10*10? 10!
1,90*10? 10!
Klebstoff 3 1,40*%10% | 10* 1,63*10°
A5 1,50*10% | 10!
2,00*10? 10!
Klebstoff 6 3,00*10! | 101 3,00*10°
Al 2,00*101 10!
4,00*10* | 10!
Klebstoff 6 1,00*10? 10! 5,33*102
A2 1,20*10? 101
3,00*10* 10!
Klebstoff 6 1,00*10! 10! 1,33*10? 3,55%10%2 + 1,31*10?
A3 2,00*101 101
1,00*10! 10!
Klebstoff 6 3,00*10? 10! 4,00*10?
A4 5,00*10? 10!
4,00*10? 10!
Klebstoff 6 3,00*10? 10! 3,67*10
A5 4,00*10? 10!
4,00*10? 10!

Rot markierte Zahlen wurden bei der Auswertung nicht beriicksichtigt.
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